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生命 是 一 个 复杂 的 过 程 ， 有 很 多 的 例外 情况 ， 许 多 最 关键 的 现 
象 往往 不 能 用 经 典 理论 来 解释 。 表 观 遗 传 学 正 是 在 这 些 例外 的 基 
础 之 上 发 展 成 型 的 。 这 些 非 DNA 变 化 但 可 继承 的 现象 与 癌 、 豪 老 . 
动 植物 发 育 等 热点 问题 密切 相关 ， 受 到 广泛 关注 。 

本 书 是 表 观 遗传 学 领域 领军 人 物 的 打 易 之 作 . 是 该 领域 第 一 
本 系统 性 、 权 威 性 论著 ， 不 仅 涉及 一 线 研究 的 方方面面 ， 还 用 专 
门 章节 讲述 了 表 观 遗传 学 的 发 展 历程 。 通 过 本 书 ， 读 者 可 以 对 这 
门 新 兴 热 点 学 科 有 一 个 ; 深入 而 完整 的 认识 。 

本 书 适 宜 于 相关 领域 的 研究 人 员 参 考 之 用 ， 作为 该 领域 的 
学 用 书 也 是 非常 合 EN. 








Ergenis represents a new understanding of bate besides and beyond 
_ the genome. The chromatin. template and its function are just as critical as 
DNA itself for the development of organisms, as well as disease. 
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生命 是 一 个 复杂 的 过 程 ， 有 很 多 的 例外 情况 ， 许 多 最 关键 的 现象 往往 
不 能 用 已 有 理论 来 解释 。 表 观 遗 传 学 正 是 在 这 些 例外 的 基础 之 上 发 展 成 型 
的 。 这 些 非 DNA 变化 但 可 继承 的 现象 与 瘤 、 衰 老 、 动 植物 发 育 等 热点 问 
题 密切 相关 ， 受 到 广泛 关注 。 - 

本 书 是 表 观 遗传 学 领域 领军 人 物 的 打 关 之 作 ， 是 该 领域 第 一 本 系统 
性 、 权 威 性 论著 ， 不 仅 涉 及 一 线 研 究 的 方方面面 ， 还 用 专门 章节 讲述 了 表 
观 遗 传 学 的 发 展 历 程 。 通过 本 书 ， 读者 可 以 对 这 门 新 兴 热 点 学 科 有 一 个 深 
人 而 完整 的 认识 。 

本 书 适宜 于 相关 领域 的 研究 人 员 参 考 之 用 ， 作为 该 领域 的 教学 用 书 也 
是 非常 合适 的 。 
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译 者 F 


对 于 科学 家 们 来 讲 ， 无 法 被 经 典 理 论 解 释 的 “意外 ”现象 总 是 颇具 魅力 。 表 观 遗 传 
学 正 是 基于 对 种 种 “意外 ”的 非 孟 德尔 遗传 现象 的 困惑 发 展 而 来 。 

众所周知 ，DNA 是 生命 的 基本 遗传 物质 ， 但 “ 令 人 怪 然 心动 的 是 ， 你 可 以 继承 的 
不 仪 仅 只 有 DNA 序列 ”还 有 “ 表 观 遗传 信息 ” (James Watson 2003), 

在 过 去 的 二 十 多 年 里 ， 科 学 家 们 对 DNA 和 染色 质 的 修饰 与 重 塑 、 组 和 蛋白 变 体 及 
RNA 等 领域 不 断 深 入 ， 使 得 表 观 遗传 学 渐 成 一 派 ， 从 对 若干 非 孟 德尔 现象 的 零星 研究 
汇聚 成 了 一 个 新 兴 的 学 科 。 表 观 遗 传 学 与 癌症 、 衰 老 、 干 细胞 、 克 隆 等 研究 的 密切 关系 
进一步 吸引 了 许多 其 他 学 科 的 科学 家 和 青年 学 生 投 入 到 对 该 领域 的 研究 ， 因 此 ， 编 写 一 
本 表 观 遗传 学 的 教科 书 也 就 变 得 十 分 必要 。2006 年 ， 冷 泉 港 实验 室 出 版 社 邀 请 活跃 于 
该 前 沿 学 科 的 三 位 著名 学 者 David Allis, Thomas Jenuwein, Danny Reinberg 组 织 了 数 
十 位 相关 领域 的 专家 ， 系 统 编 握 了 这 本 涵盖 表 观 遗传 学 历史 、 现 状 和 展望 的 教科 书 。 科 
学 出 版 社 的 编辑 同志 和 笔者 也 希望 借 此 中 文 版 更 好 地 将 这 门 学 科 介 绍 给 国内 的 青年 学 生 
和 其 他 领域 的 科学 家 。 

值得 指出 的 是 ， 传 统 上 ， 我 们 将 “inheritance” 及 “genetics” 均 翻译 为 “遗传 ”。 
而 表 观 遗传 学 研究 结果 表明 ， 细 胞 和 个 体 可 “继承 ”的 不 仅 有 传统 的 “遗传 ”信息 ， 还 
A “RMR (FR. ARRIBA, BAER PH “inheritance” BMA “BAAR”, 
这 也 突出 了 本 学 科 的 宗旨 。 

笔者 及 实验 室 成 员 承 担 了 本 书 主体 的 翻译 任务 ， 初 稿 经 审 校 后 再 由 科学 出 版 社 的 编 
辑 人 员 进 一 步 编校 成 书 。 我 们 在 此 向 所 有 参与 本 书 翻译 、 校 对 的 人 员 表 示 诬 深 的 谢意 。 

由 于 笔者 水 平 有 限 ， 本 书 难 免 会 有 误 译 之 处 ， 欢 迎 读者 批评 指正 。 


k k (北京 生命 科学 研究 所 ) 
孙 方 霖 〈 清 华 大 学 ) 
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《 表 观 遗传 学 》 是 许多 才华 横 溢 的 同事 们 的 创作 结晶 ， 他 们 的 共同 努力 使 本 书 得 以 
成 稿 并 让 这 个 编撰 过 程 成 为 一 个 富有 意义 的 人 生 经 历 。 编 者 们 毫 不 犹 物 地 向 远 在 伦敦 的 
Marie-Laure Caparros 女士 致 以 最 高 的 谢意 ， 没 有 她 的 帮助 ， 本 书 不 可 能 得 以 最 终 出 
版 。 在 本 书 编撰 过 程 的 早期 ， 编 者 们 认识 到 需要 有 人 协调 这 一 庞大 的 工作 。 尤 其 是 需要 
有 专人 与 40 多 名 作者 保持 沟通 、 反 馈 意 见 ， 并 让 作者 们 认识 到 我 们 需要 的 不 仅仅 是 他 
们 的 专业 论述 和 细致 工作 。Marie-Laure 激励 着 大 家 保持 创作 的 动力 ， 勇 敢 地 提出 必要 
的 批评 意见 ， 提 柄 着 大 家 保持 进度 ， 维 持 着 工作 的 一 致 性 ， 使 得 各 章节 从 雏形 发 展 成 终 
稿 。 没 有 她 ， 本 书 将 不 可 能 变 为 现实 。 我 们 也 对 各 自 的 助手 表示 感谢 ， 他 们 是 : Eliza- 
beth Conley (David Allis), Christopher Robinson (Thomas Jenuwein) 和 Shelli Alt- 
man (Danny Reinberg) ， 是 他 们 使 我 们 的 工作 井井有条 ， 他 们 是 本 书 的 幕后 英雄 。 我 
们 对 他 们 大 大 小 小 、 不 计 其 数 的 贡献 表示 感谢 ， 也 感谢 他 们 对 我 们 每 个 人 古怪 的 工作 方 
式 和 作为 编者 的 各 种 缺点 所 抱 有 的 无 尽 的 耐心 。 

2004 年 夏天 ， 在 成 功 的 第 69 届 冷 泉 港 “ 表 观 遗传 学 ”会 议 的 鸡尾酒 会 上 我 们 完成 
了 本 书 雏 形 的 讨论 。 本 书 是 由 冷泉 港 实验 室 出 版 社 通过 Alex Gann 等 同事 在 2003 年 初 
委托 撰写 的 ， 由 David Allis, Thomas Jenuwein 和 Danny Reinberg 组 织 了 编者 队伍 。 
本 书 最 初 的 轮廓 ， 包 括 章 节 与 作者 的 选择 ， 形 成 于 2003 年 6 月 在 美国 科罗拉多 州 
Snowmass 召开 的 FASEB“ 染 色 质 与 转录 ”会 议 的 野餐 会 上 。 此 后 我 们 非常 幸运 地 获 
得 了 各 领域 学 术 带 头 专家 撰写 各 个 章节 的 承 话 。 

在 早期 策划 阶段 ， 我 们 产生 了 一 个 新 的 思路 。 我 们 的 每 一 章节 均 邀 请 两 位 专家 撰 
写 ， 试 图 为 染色 质 生 物 学 的 学 生 和 其 他 领域 的 同事 提供 一 整套 概述 性 的 介绍 ， 突 出 那些 
重要 的 发 现 ， 而 非 堆 砌 一 些 可 能 很 快 就 会 过 时 的 综述 。 我 们 希望 本 书 能 通过 保持 一 个 概 
述 性 的 框架 ， 而 拥有 更 长 久 的 影响 力 。 此 外 ， 通 过 加 入 大 量 的 图 表 和 附录 ， 我 们 希望 能 
尽 可 能 多 地 列 出 已 知 的 研究 系统 和 表 观 遗传 标志 。 每 一 章 前 都 有 一 个 对 本 章 进行 概括 的 
独立 成 文 的 摘要 ， 章 前 也 设置 了 相关 图 片 以 吸引 读者 阅读 。 

本 书 的 另 一 重要 特点 是 插图 ， 第 3 章 尤 具 代 表 性 。Marie-Laure Caparros 和 Jenu- 
wein 实验 室 (IMP， 维 也 纳 ) 的 博士 生 Stefan Kubicek 是 创作 这 些 图 表 的 大 师 。 他 们 
对 各 章节 中 的 图 ， 有 些 甚至 从 草图 开始 ， 进 行 了 一 稿 又 一 稿 的 润 饰 ， 让 我 们 能 获得 更 为 
一 致 的 表述 。 来 自 各 个 作者 实验 室 的 数位 博士 后 和 博士 生 (Gabriella Farkas, Fatima 
Santos, Heike Wohrmann 等 ) 也 为 本 书 贡 献 了 出 色 的 图 片 。 然 而 ， 我 们 并 未 能 将 所 有 
图 表 加 以 修改 。 我 们 还 要 特别 感谢 Allis、Jenuwein 和 Reinberg 实验 室 的 Monika Lach- 
ner、Mario Richter、Roopsha Sengupta、Patrick Trojer 等 博士 生 和 博士 后 对 附录 表格 
和 摘要 的 修改 、 校 对 和 定稿 。Steven Gray E (St. James 医院 ， 都 柏林 ) 对 确认 及 补 
充 目前 所 有 已 知 组 蛋白 修饰 的 列表 给 予 了 极 大 的 帮助 。 l 
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完成 的 章节 也 进行 了 同行 评阅 ， 这 些 重要 的 点 评 使 得 本 书 更 加 流畅 并 澄清 了 一 些 复 
杂 的 概念 。 虽 然 并 非 所 有 的 点 评 都 被 采纳 ， 但 确实 对 许多 章节 的 形成 和 全 书 的 整体 构架 
有 所 帮助 。 为 此 ， 我 们 对 G. Almouzni、P. Becker, H. Cedar, V. Chandler, W. 
Dean, R. Feil, A. Ferguson-Smith, M. Gartenberg, S. Grewal, M. Hampsey, E. 
Heard, R. Metzenberg, V. Pirrotta, F. Santos, T. Schedl, D. Solter, R. 
Sternglanz, S. Tilghman 等 表示 深 深 的 感谢 。 

最 后 ， 我 们 感谢 所 有 作者 为 本 书 所 贡献 的 智慧 和 激情 。 他 们 所 付出 的 努力 只 要 看 到 
写 就 的 章节 和 图 表 就 不 言 而 喻 。 然 而 ， 他 们 还 有 着 看 不 见 的 贡献 一 一 他 们 与 编者 队伍 交 
流 、 反 馈 ， 引 导 本 书 最 终 成 型 。 概 述 与 概念 一 章 就 充分 反映 了 这 项 贡献 ， 因 为 在 初稿 中 
我 们 有 着 太 多 的 个 人 偏好 色彩 。 我 们 感谢 他 们 的 智慧 ， 使 得 本 书 达 到 更 高 的 境界 和 平 
衡 。 如 仍 有 错误 和 不 足 ， 则 完全 归 因 于 我 们 。 

本 书 由 冷泉 港 实验 室 出 版 社 〈 纽 约 )、 表 观 基 因 组 FP6 NoE 计划 欧盟 )、IMP 
CEA. SEM KS 〈 组 约 ) 和 霍华德 - 休 斯 医 学 院 / 罗 伯 特 -伍德 -强生 医学 院 
(Piscataway， 新 泽 西 ) 提供 资助 。 此 外 ， 表 观 遗 传 学 领域 试剂 和 工具 的 两 个 领导 厂商 
Upstate (Lake Placid， 纽 约 ) 和 AbCam 〈 人 剑桥， 英国 ) 也 提供 了 重要 的 赞助 。 
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2004 年 夏 ， 本 书 的 许多 作者 出 席 了 以 “ 表 观 遗传 学 ”为 主题 的 第 69 BR RB 
生物 学 会 议 。 作 为 这 次 会 议 的 亲历 者 ， 我 深信 这 是 一 次 有 趣 的 会 议 。 会 议 简 单 地 起 始 于 
试图 对 “ 表 观 遗传 学 ” 作 一 定义 。 经 过 一 周 的 争论 ， 大 家 意识 到 这 就 像 是 试图 给 “家 庭 
价值 观 ” 下 定义 一 样 ， 每 个 人 都 知道 它 意味 着 什么 ， 然而 每 个 人 又 对 它 有 着 不 同 的 理 
解 。David Haig 对 “ 表 观 遗传 学 ”这 一 词 起 源 的 论述 也 许 部 分 地 解释 了 为 何 大 家 对 它 
有 着 不 同 的 理解 。 该 词 在 20 世纪 的 生物 学 文献 中 有 两 个 不 同 的 起 源 ， 而 其 含义 至 今 仍 
在 持续 演化 。Waddington 在 对 “基因 型 决定 表 型 ”过 程 中 的 “偶然 性 机 制 ” 研 究 中 最 
先 使 用 了 这 一 名 词 。 此 后 ，Nanney 用 这 一 名 词 来 解释 为 何 具 有 相同 基因 型 的 细胞 可 以 
有 不 同 的 表 型 ， 且 这 一 现象 可 以 持续 许多 代 。 

我 将 表 观 遗传 学 现象 定义 为 “ 非 DNA 突变 引起 的 可 继承 的 表 型 变化 。 而 且 这 一 
表 型 变化 必须 是 开关 型 的 ， 即 “ 开 ” 或 “ 关 ”， 而 非 程 度 上 的 变化 。 此 外 ， 这 一 改变 必 
须 可 继承 ， 即 便 最 初 引起 这 一 改变 的 因素 已 经 消失 。 这 样 ， 我 认为 表 观 遗传 学 现象 包含 
以 下 事件 ，lambda WEB ATE SIAR BY (ysis) MAMA Clysogeny) M] 的 转变 (Ptashne 
2004) ， 尿 路 致 病 性 大 肠 杆 菌 的 菌 毛 (pili) 形态 转变 (Hernday et al. 2003) ， 果 蝇 的 位 
Seer ABBE (position-effect variegation) 现象 (Henikoff 1990) ， 四 膜 虫 可 继承 的 外 皮 
层 模式 转变 (Frankel 1990), ， 遥 粒 疾 病 (Wickner et al. 2004a) 和 染色 体 失 活 〈Ly- 
on 1993). 

第 69 届 会 议 的 召开 恰 着 冷泉 港 实验 室 开展 遗传 学 研究 100 周年 ， 以 表 观 遗传 学 为 
主题 非常 适时 。 鉴 于 其 历史 背景 ， 我 想 通过 对 早先 冷泉 港 会 议 的 回顾 来 解释 表 观 遗传 学 
非常 合适 。 虽 然 第 69 届 会 议 才 第 一 次 以 表 观 遗传 学 为 主题 ， 但 表 观 遗传 学 研究 的 内 容 
在 这 一 优秀 的 会 议 历史 中 均 有 涉及 。 我 将 回顾 的 历史 因 我 个 人 了 人 解 的 不 周 和 偏 好 多 有 不 
足 。 若 想 要 有 更 完整 并 严谨 地 描述 ， 我 推荐 阅读 过 去 五 年 来 发 表 的 有 关 表 观 遗 传 学 的 上 
千 篇 综述 。 

通过 以 下 编 年 史 ， 我 希望 能 表达 一 种 感觉 ， 来 阐明 这 众多 的 看 上 去 相距 甚 远 的 现象 
是 怎样 汇聚 成 一 个 影响 整个 生物 学 研究 的 领域 的 。 那 就 是 ， 表 观 遗传 学 建立 于 对 解释 各 
种 意外 现象 的 尝试 ， 这 一 点 也 许 比 所 有 其 他 生物 学 研究 领域 都 更 加 鲜明 。 
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FAZE 1941 年 第 9 次 冷泉 港 会 议 上 ， 著 名 的 果 蝇 遗传 学 家 H. J. Muller 讲述 了 他 早 
先 报道 的 对 “eversporting displacement” 现 象 的 研究 进展 。 先 前 他 用 此 术语 描绘 染色 
体 大 片段 重 排 后 ， 位 于 断 点 附近 的 基因 在 个 体 上 出 现 的 嵌 合 表达 现象 。 在 那 次 会 议 中 ， 
他 正式 将 此 现象 称 为 “位 置 效 应 花 斑 ”(position effect variegation, PEV)。 现 在 已 经 很 
清楚 这 一 现象 是 因为 受 影响 的 基因 插入 到 了 了 “ 异 染 色 质 相 邻 区 域 "”， 从 而 导致 该 “ 常 染 
色 质 区 段 ” 被 不 同 程度 地 部 分 “ 异 染 色 质 化 ”。 然 而 ， 额 外 拷贝 的 异 染 色 质 染色 体会 导 
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致 那些 受到 影响 的 基因 在 功能 上 趋 于 正常 ， 这 个 现象 在 当时 颇 为 费解 ， 现在 我 们 已 经 知 
道 这 其 实 是 由 于 它 消耗 了 有 限 的 异 染 色 质 组 成 成 分 。 

1951 年 ， 在 第 16 次 冷泉 港 会 议 上 ， 对 基因 这 一 概念 的 充分 理解 鼎 据 了 最 重要 的 位 
置 。 所 以 虽然 更 多 的 PEV 实例 被 发 现 ， 但 对 此 现象 的 理解 却 进展 寥 密 。 然而， 会 议 开 
幕 致词 点 出 PEV 会 是 未 来 的 一 个 令 人 振奋 的 研究 领域 (Goldschmidt 1951). Barbara 
McClintock 指出 染色 体位 置 效应 是 玉米 “可 突变 基因 座 ” (mutable loci) 差异 性 的 原 
因 ， 并 推测 她 所 观察 到 的 玉米 突变 能 力 的 可 变性 与 果 蝇 的 PEV 现象 可 能 有 着 相同 的 根 
WA (McClintock 1951). 

到 第 21 届 冷 泉 港 会 议 时 ， McClintock 关于 其 “控制 元 件 ” (controlling elements) 
的 观点 得 到 了 发 展 (McClintock 1956)。 其 中 有 两 点 与 表 观 遗传 学 有 着 明显 的 联系 。 在 
Spm 控制 元 件 体 系 中 ， 她 发 现 了 一 些 变种 能 够 让 反 式 因子 “抑制 ” (suppress) 某 个 基 
因 〈 指 减弱 或 消除 其 表 型 ) ， 而 不 是 突变 该 基因 。 她 还 指出 有 些 控 制 元 件 不 但 能 换 制 其 
插入 的 基因 座 ， 还 能 抑制 与 其 揪 人 位 点 两 侧 有 一 定 距 离 的 基因 。 其 他 科学 家 也 讨论 了 这 
_ “gee” WIS, J. Schultz 则 论述 了 对 异 染 色 质 信 有 量 不 同 的 果 蝇 的 生化 和 生理 分 析 
(Sehultz 1956) 。 虽 然 这 一 工作 非常 初步 ， 结 论 也 有 限 ， 但 它 是 对 异 染 色 质 结构 进行 章 
析 的 早期 尝试 的 代表 ， 也 体现 了 这 一 任务 的 艰巨 性 。 

第 23 届 冷 泉 港 会 议 上 的 两 个 发 言 对 于 我 们 今天 的 会 议 来 说 是 里 程 碑 式 的 。 首先 ， 
R. A. Brink 描述 了 他 对 玉米 R 基因 座 副 突变 (paramutation) 的 惊人 发 现 。R* 和 R Ai 
合子 有 着 不 同 的 表 型 ， 然 而 R*/R' 杂 合子 目 交 产 生 的 R' 纯 合子 却 具有 RRN, RER 
并 不 含有 Rs 等 位 基因 (Brink 1958). 但 是 这 一 表 型 却 不 稳定 ， 会 在 后 几 代 中 回复 成 开 
表 型 。 他 将 这 一 现象 直观 地 称 为 副 突变 ， 表明 这 一 现象 不 同 于 突变 ， 却 有 相似 之 处 。 而 
Ja, D. L. Nanney 花 了 大 量 的 时 间 来 阐述 “遗传 与 表 观 遗传 的 概念 和 作用 区 别 ”。 简 言 
之 ， 他 将 表 观 遗传 学 赋予 了 不 同 于 Waddington 最 初 提出 时 的 意义 。 他 认为 这 对 于 解释 
其 在 四 膜 虫 中 发 现 的 亲本 细胞 质 能 对 子 代 的 接合 型 产生 影响 是 必需 的 。 他 的 定义 同样 也 
适用 于 其 他 研究 ， 包 括 Brink 在 R 基因 座 的 工作 和 McClintock 于 第 21 届 冷 泉 港 会 议 上 
提 及 的 工作 。 

Mary Lyon 早先 提出 的 雌性 哺乳 动物 X 梁 色 体 失 活 假说 (Lyon 1961) 在 第 29 届 
冷泉 港 会 议 上 引起 了 众多 关注 。S. Gartler. E. Beutler 和 W. E. Nance 提出 了 更 多 的 
证 据 来 支持 这 一 假说 (Beutler 1964; Gartler and Linder 1964; Nance 1964)。 Beutler 综 
wT X 染色 体 连 锁 基 因 在 女性 中 出 现 嵌 合体 表 型 的 多 个 例证 ， 支持 了 X 染色 体 随 机 失 
活 的 本 质 。 通 过 对 X 染色 体 连锁 基因 产物 细致 的 定量 分 析 ，Nance 推断 出 X 染色 体 失 
活 发 生 于 胚胎 发 育 的 32 细胞 期 之 前 。 

以 “染色 体 结构 和 功能 ”为 主题 的 第 38 届 冷 泉 港 会 议 代 表 了 对 真 核 生物 染色 体 人 研 
究 的 回潮 。 先前 由 于 在 原核 与 噬菌体 系统 中 的 研究 产生 了 重大 进展 ， 细菌 基因 表达 主导 
了 茵 勃发 展 的 分 子 生物 学 。 然 而 ， BRA wf CDNA 及 其 组 蛋白 和 非 组 蛋白 ) H 
始 得 到 关注 ， 但 是 染色 质 是 否 在 染色 体 结构 、 功能 还 是 两 者 上 都 具有 意义 仍 不 清楚 
(Swift 1974) 。 不 过 ， 若干 研究 组 开始 推测 染色 质 和 蛋 日 (包括 组 蛋白 ) 的 翻译 后 修饰 与 
基因 转录 或 染色 体 整 体 结构 相关 (Allfrey et al. 1974; Louie et al, 1974; Weintraub 
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1974) 。 当 时 关于 表 观 遗传 与 染色 质 的 相关 性 只 有 一 丝 淡淡 的 痕迹 。 由 于 McClintock 的 
控制 元 件 在 基因 组 中 重复 存在 ，DNA 重复 序列 曾经 被 认为 是 真 核 生物 多 数 基因 的 调控 
者 。 然 而 ， 有 报道 表明 大 多 数 重复 序列 与 基因 无 关 (Peacock et al. 1974; Rudkin and 
Tartof 1974)。 由 于 这 些 报 道 ， 重 复元 件 调 节 基 因 表 达 的 学 说 失去 了 多 数 与 会 者 的 支 
持 。 更 重要 的 是 ， 同 样 是 这 些 研究 ， 发 现 了 大 多 数 重复 序列 存在 于 异 染色 质 。 

第 42 届 冷 泉 港 会 议 表 明 ， 在 短 短 四 年 中 ， 数 量 惊人 的 技术 和 思想 革新 彻底 改观 了 
对 真 核 生物 染色 体 的 研究 (Chambon 1978) 。 这 包括 限制 性 内 切 核酸 酶 的 应 用 、DNA 
重组 技术 的 发 展 、 和 蛋白 质 和 核酸 提取 的 简化 、Southern 和 Northern 杂交 的 使 用 、DNA 
和 RNA 测序 的 快速 化 和 染色 体 免 疫 荧 光 技术 的 使 用 。 核 小 体 的 概念 被 提出 、mRNA 前 
接 钙 发 现 ， 染 色 质 结构 ， 特 别 是 转录 活跃 区 和 转录 沉默 区 的 生化 与 细胞 学 差异 ， 占 据 了 
此 次 会 议 的 中 心 。 然 而 ， 与 表 观 遗传 最 直接 相关 的 是 ，H. Weintraub 及 其 同事 论述 了 
染色 质 是 如 何 参 与 基因 表达 花 斑 现象 的 观点 〈《Weintraub et al. 1978). 

第 45 届 冷 泉 港 会 议 是 对 Barbara McClintock 发 现 “可 移动 遗传 元 件 ” 的 庆典 
CYarmolinsky 1981)。 细 菌 转 座 子 机 制 研 究 取 得 的 巨大 进展 ， 几 乎 占据 了 一 半 的 发 言 ， 
而 其 他 人 则 报道 了 转 座 或 受 调控 的 基因 组 重 排 现 象 不 仅 在 玉米 中 发 生 ， 还 存在 于 各 种 真 
核 生 物 中 〈 如 果 蝇 、 金 鱼 草 、 锥 体 虫 、 子 琳 菌 和 酵母 ) 。 在 这 样 的 背景 下 ， 所 有 观察 到 
的 基因 表达 花 斑 现象 都 被 归 因 于 转 座 。 对 “控制 元 件 负 责 大 多 数 基因 调控 ”观点 
(Campbell 1981) 的 认真 考 问 更 是 出 现 了 沉默 ， 这 甚至 使 某 些 科学 家 提出 “控制 元 件 的 
唯一 功能 是 提供 遗传 可 变性 ”的 观点 。 而 蜡染 色 质 在 位 置 效 应 花 斑 现象 中 的 作用 受到 了 
质疑 。 对 表 观 遗传 学 研究 ， 最 值得 一 提 的 讨论 可 能 是 对 酿酒 醇 母 中 “沉默 交配 车 ” Csi- 
lent mating cassette》 的 深入 了 解 (Haber et al. 1981; Klar et al. 1981; Nasmyth et al. 
1981; Rine et al. 1981), 

到 第 47 Bat, Aiea pee eT Se, BRIERE DNA 
CpG 甲 基 化 水 平 低 于 沉默 基因 。 然 而 ， 该 现象 存在 例外 ， 会 上 也 论述 的 更 细致 的 分 析 
表明 启动 子 区 特定 区 域 的 甲 基 化 更 为 重要 (Cedar et al. 1983; Doerfler et al. 1983; La 
Volpe et al. 1983) 。 基 于 细菌 限制 /修饰 体系 的 研究 ，DNA 甲 基 化 被 认为 可 以 阻止 重要 
调节 因子 的 结合 。 此 外 ， 在 准 椎 动物 中 DNA 的 甲 基 化 模式 能 在 有 丝 分 裂 中 被 继承 。 这 
引出 了 一 个 假说 ， 即 DNA 甲 基 化 可 能 在 发 育 过 程 中 细胞 分 裂 时 作为 一 种 转录 活性 的 
“记忆 ”形式 (Shapiro and Mohandas 1983)。 田 一 项 主要 的 表 观 遗传 发 现 是 鉴定 出 了 酿 
酒 酵母 “沉默 交配 下 ”两 侧 的 DNA 序列 ， 其 存在 导致 了 盒 内 基因 的 转录 抑制 。 这 是 首 
个 被 鉴定 的 参与 染色 体位 置 效应 的 DNA 序列 (Abraham et al. 1983), 

第 50 届 会 议 的 主题 是 “发 育 的 分 子 生 物 学 ”， 会 上 也 涵盖 了 一 些 重要 的 进展 。 被 一 
致 认同 的 最 激动 人 心 的 进展 之 一 是 基本 的 分 子 特性 在 进化 上 是 保守 的 。 例 如 ， 人 的 
RAS 在 酿酒 酵母 中 也 可 以 起 作用 ， 同 源 异 型 盒 蛋白 在 果 蝇 和 人 之 间 是 保守 的 〈Rubin 
1985)。 对 染色 体 印记 研究 的 新 尝试 开始 于 小 鼠 核 移植 技术 的 发 展 Colter et al. 1985), 
这 些 研 究 显示 ， 新 受精 孵 的 父 源 和 母 源 基因 组 中 存在 有 标识 其 亲本 来 源 性 的 信息 ; 重要 
的 不 仅仅 是 DNA， 还 包括 染色 体 上 所 含 的 有 关 它 们 亲本 来 源 的 额外 信息 ， 这 种 信息 为 
征 胎 成 功 发 育 所 必需 。 基 因 的 差异 性 表达 依赖 于 染色 体 的 亲本 来 源 的 现象 可 能 揭示 了 部 
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分 答案 (Cattanach and Kirk 1985), 

还 有 一 系列 的 研究 意 在 弄 清 双 胸 复合 体 (bithorax complex) 的 调节 机 制 。 值 得 一 
fede, E.B. Lewis 特别 强调 了 已 知 的 调节 该 基因 座 的 反 式 因子 都 有 令 人 好 奇 的 共性 ， 
即 它 们 几乎 全 部 是 该 基因 座 的 阻 遏 因子 (Lewis 1985) 。 因 而 ， 在 多 次 细胞 分 裂 过程 中 
维持 一 个 基因 的 沉默 状态 ， 是 正常 发 育 所 必需 的 。 这 与 当时 的 主流 想法 正 相 反 ， 即 认为 
基因 的 活化 /诱导 是 发 育 过 程 调控 的 关键 。 

DNA 转化 和 播 人 突变 技术 此 前 在 一 些 物 种 中 取得 了 进展 。 其 中 一 项 特别 有 创造 性 
并 与 表 观 遗传 相关 的 应 用 是 在 果 蝇 中 构建 一 个 含有 白眼 基因 的 己 元 件 (P element) 转 
座 子 并 插入 整个 基因 组 (Rubin et al. 1985) 。 这 为 在 果 蝇 全 基因 组 范围 寻找 PEV RÆ 
位 点 提供 了 一 种 方法 。 

此 外 ， 在 果 蝇 CBelote et al. 1985; Maine et al. 1985) 和 线虫 (Hodgkin et al. 
1985; Wood et al. 1985) 中 出 现 了 分 析 性 别 决定 和 性 染色 体 剂 量 补偿 效应 的 首 个 遗传 
学 手段 也 是 这 次 会 议 的 亮点 。 

第 58 届 会 议 突出 了 对 沃 森 和 克 里 克 发 现 的 40 周年 纪念 。 纪 念 的 部 分 内 容 是 众多 表 
观 遗 传 现象 的 聚会 : 一 些 新 现象 被 鉴定 ， 一 些 现象 开始 了 分 子 水 平分 析 ， 一 些 系统 也 已 
取得 了 足够 的 进展 来 提出 假说 并 加 以 验证 。 

EJE (trypanosome) 中 ， 位 于 端 粒 附近 的 可 变 表面 抗原 基因 (variable sur- 
face antigen gene, VSG) 家 族 大 都 沉默 ， 每 一 时 间 段 只 有 一 个 VSG 表达 。 尽 管 这 一 物 
种 未 显示 含有 甲 基 化 DNA， 有 研究 报道 沉默 的 VSG 基因 含有 一 种 新 的 稀有 了 碱 基 : pD 
il 2 Pa FF SEPR ME (Borst et al. 1993) 。 这 一 碱 基 在 DNA 中 蔡 代 了 胸腺 喀 啶 。 很 容 
易 得 出 这 与 其 他 物种 中 胞 喀 喧 甲 基 化 的 相似 之 处 : 这 两 种 修饰 都 对 维持 基因 沉默 具 重 要 
性 。 但 这 一 碱 基 如 何 被 导 人 DNA， 或 者 它 怎 样 被 赋予 这 一 作用 尚 不 清楚 。 

对 状 椎 动物 表 观 遗传 现象 的 研究 也 取得 了 进展 ， 这 包括 染色 体 印 记 和 X 染色 体 失 
活 (Ariel et al. 1993; Li et al. 1993; Tilghman et al. 1993; Willard et al，1993)。 到 这 
次 会 议 时 ,已 清楚 地 知道 哺乳 动物 中 很 多 染色 体位 点 有 印记 ， 在 二 倍 体 细胞 中 只 有 一 个 
等 位 基因 表达 ， 且 表达 依赖 于 其 亲本 来 源 。Igf2-H19 位 点 特别 有 趣 ， 因 为 它 含 有 两 个 
相 邻 但 调控 方式 相反 的 基因 。 源 自 父 系 染色 体 的 [eff 表达 而 母 源 的 被 抑制 ，HI19 则 是 
父 源 的 被 抑制 而 母 源 的 表达 。 更 有 趣 的 是 ， 在 父系 染色 体 这 两 个 基因 的 上 游 观 察 到 可 甲 
基 化 的 CpG。 有 假说 认为 差异 性 甲 基 化 调控 着 两 个 基因 与 相 邻 增强 子 的 结合 。 该 增强 
子 更 接近 五 19 ， 且 紧邻 于 其 下 游 (Tilghman et al. 1993)。 因 此 设想 这 两 个 基因 排他 性 
地 竞争 与 增强 子 的 结合 ; 当 HI9 被 甲 基 化 时 ， 自 由 增强 子 可 以 激活 相对 更 远 距 的 Ig f2 
基因 。DNA 甲 基 化 在 此 过 程 中 起 调控 角色 的 证 据 来 自 于 小 鼠 的 研究 。 在 ES 细胞 中 将 
首 个 编码 5- 甲 基 胞 喀 啶 DNA 甲 基 转 移 酶 的 基因 突变 显示 ， 在 胚胎 发 育 过 程 中 ， 父 源 的 
H19 低 甲 基 化 且 该 基因 活跃 转录 (Li et al，1993) 。 

对 YCpG 如 何 起 调节 作用 的 一 个 重要 发 现 是 第 一 个 “CpG DNA 结合 复合 体 
(MeCP1) 被 纯化 出 来 (Bird 1993), MeCP1 不 仅 结合 DNA， 而 且 当 与 一 个 报告 基因 上 
游 序 列 结合 时 ，MeCP1 导致 该 基因 被 阻 遇 。 尽 管 这 并 不 能 解释 Igf2-H19 位 点 的 调控 ， 
但 它 确实 提供 了 一 个 潜在 机 制 来 说 明 DNA 甲 基 化 与 基因 阻 遇 之 间 的 普遍 相关 性 。 
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多 年 来 ， 遗 传 定 位 研究 发 现 人 类 X 染色 体 的 一 段 对 X 染色 体 失 活 具 关键 作用 。 对 
X 染色 体 失 活 中 心 的 分 子 克隆 研究 导致 Xist 基因 的 发 现 (Willard et al. 1993), 一 段 约 
17 kb 的 非 编码 RNA 只 在 失 活 的 X 染色体 表达 。 小 鼠 的 Xisz 基因 与 人 的 在 结构 和 序列 
上 具有 令 人 惊奇 的 同 源 性 ， 这 提供 了 一 个 优秀 的 模式 系统 ， 用 以 剖析 该 RNA 通过 何 种 
途径 实现 对 大 部 分 和 染色 体 的 抑制 。 

链 孢 霉 中 有 两 项 值得 注意 的 发 现 〈Selker et al. 1993). HÆ, Mge DNA 甲 基 化 
的 发 生 并 不 局 限于 CpG 双核 背 酸 处 ， 它 似乎 发 生 在 任何 DNA 序列 中 。 第 二 项 发 现 则 
是 对 重复 序列 诱导 的 点 突变 (Repeat induced point mutation, RIP) 现象 邻 人 惊奇 的 描 
述 。 当 在 单 倍 体 基因 组 中 发 生 DNA 序列 倍增 时 〈 连 锁 的 或 非 连锁 的 ) ， 该 序列 就 会 发 
生 重 复 序 列 诱导 的 突变 ， 并 可 经 接合 作用 通过 生殖 周期 传递 到 子 代 。 在 此 过 程 中 有 两 个 
事件 发 生 : 一 是 倍增 DNA 序列 两 个 拷贝 同时 发 生 G : C>A :TT 的 突变 ， 二 是 重复 序列 
诱导 的 点 突变 CRIP) 的 序列 附近 的 数 百 个 碱 基 对 内 发 生 DNA 甲 基 化 。 这 种 对 基因 组 
的 双重 攻击 极为 高 效 一 一 约 50%% 的 非 连锁 位 点 发 生 重复 序列 诱导 的 点 突变 (RIP), wi 
紧密 连锁 位 点 的 发 生 概率 近 100% 一 一 从 而 轻易 地 破坏 其 基因 功能 。 

REP HY brown 基因 易 位 至 异 染色 质 附近 时 ， 表 现 出 显 性 PEV; 易 位 的 拷贝 能 
抑制 野生 型 找 贝 的 表达 。 在 寻找 这 一 反 式 失 活 现象 的 增强 因子 和 抑制 因子 的 过 程 中 ， 
Henikoff 发 现 ， 位 于 蜡染 色 质 附近 的 基因 倍增 增加 了 对 正常 基因 拷贝 的 抑制 水 平 
(Martin-Morris et al. 1993) 。 尽 管 这 一 现象 的 机 制 还 不 清楚 ， 人 们 猜想 该 现象 可 能 与 
HEER RIP 相似 ， 但 前 者 在 没有 DNA 甲 基 化 的 情形 下 发 生 ， 因 为 甲 基 化 不 存在 于 果 
HHR, | 

Paul Sched! 前 述 了 染色 体 “ 边 界 元 件 ” (boundary element) WS (Vazquez et 
al. 1993)。 第 一 个 被 发 现 的 边界 元 件 位 于 果 晶 一 热 激 位 点 的 莲 松 (puff) 区 域 两 侧 ， 其 
发 现 归 因 于 其 不 寻常 的 染色 质 结构 : 一段 约 300bp 核酸 酶 不 敏感 的 核心 区 ， 而 其 两 侧 
均 为 核酸 酶 高 敏感 位 点 。 这 些 元 件 被 推测 能 在 染色 体 上 划分 染色 质 区 域 。 有 两 项 体内 实 
验 支 持 该 假说 : 四 当 边 界 元 件 位 于 报告 基因 两 侧 时 ， 这 些 元 件 能 有 效 消 除 报告 基因 随机 
插 和 人 基因 组 时 常见 的 染色 体位 置 效 应 ; @ 边 界 元 件 的 界定 也 含有 其 对 增强 子 的 抑制 作 
用 。 当 边界 元 件 被 插 至 某 基因 的 启动 子 和 增强 子 之 间 时 ， 该 基因 的 表达 被 抑制 。 在 其 他 
物种 中 ， 边 界 元 件 的 概念 虽然 还 未 被 清晰 地 定义 ， 但 也 在 发 展 ， 尤 其 是 哺乳 动物 的 珠 蛋 
KHA (Clark et al, 1993), 

酿酒 酵母 为 研究 染色 质 相 关 的 表 观 遗传 学 现象 的 发 生机 制 提供 了 良好 的 系统 。 沉 默 
交配 位 点 的 沉默 子 被 证 明 是 一 些 DNA 结合 蛋白 的 识别 位 点 。 其 结合 的 效应 表现 出 环境 
依赖 性 ， 如 Rapl 蛋白 不 仅 对 基因 沉默 有 重要 作用 ， 也 结合 于 一 系列 基因 的 上 游 以 激活 
转录 (综述 见 Laurenson and Rine 1992), 

多 年 来 ,在 DNA 复制 和 基因 组 的 转录 静止 区 域 之 间 建 立 了 很 多 联系 。 失 活 的 关 染 
色 体 、 异 染色 质 和 沉默 的 印记 位 点 在 S 期 的 复制 均 晚 于 基因 组 中 的 转录 活路 区 。 此 外 ， 
沉默 交配 位 点 的 基因 沉默 的 建立 需要 经 过 S 期 ， 表明 沉默 的 染色 质 必须 由 新 复制 的 
DNA 来 构建 。 这 就 使 得 以 下 发 现 变 得 非常 有 趣 沉默 子 是 DNA 复制 的 起 始 位 点 ， 
且 其 起 始 活 性 与 沉默 功能 不 可 分 割 (Fox et al. 1993)。 并 且 ， 在 近期 被 发 现 的 复制 起 
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始 识别 复合 物 Corigin recognition complex, ORC) 的 突变 体 中 ， 它 表现 出 沉默 缺陷 
(Bell et al. 1993; Fox et al. 1993), 

研究 发 现 酿酒 酵母 端 粒 与 果 蝇 中 的 相似 ， 表 现 出 PEV, 为 仔细 研究 异 染色 质 结构 
及 其 对 基因 表达 的 影响 提供 了 另 一 视角 。 播 至 端 粒 附近 的 报告 基因 导致 同一 菌落 的 表达 
混杂 性 。 阻 遏 状 态 所 依赖 的 很 多 基因 (SIR2 、SIR3 、SIR4 ) 与 沉默 交配 位 点 基因 沉默 
所 必需 的 基因 相 一 致 。 对 沉默 染色 质 结构 以 及 花 斑 效应 的 调控 的 一 些 重要 方面 已 经 被 阐 
述 。 值 得 一 提 的 是 ， 异 染色 质 在 细胞 学 上 被 定义 为 致密 化 的 染色 质 ， 但 酿酒 酵母 的 沉默 
染色 质 从 未 观察 到 此 现象 ， 不 过 ， 因 其 有 与 果 蝇 相似 的 PEV 现象 ， 我 们 倾向 于 认为 酵 
”和 母 的 沉默 染色 质 是 异 染 色 质 的 等 价 物 (Weintraub 1993) 。 

通过 对 醇 母 的 研究 ， 一 系列 基本 概念 开始 成 形 。 首 先 ， 组 蛋白 H3 和 H4 的 重要 性 
变 得 清晰 。 特 别 是 组 蛋白 H3 和 H4 的 N 端 尾 巴 与 沉默 的 异 染 色 质 的 形成 直接 相关 
(Thompson et al，1993)。 这 些 组 蛋白 尾 端的 特定 突变 体能 消除 沉默 或 使 沉默 不 完全 ， 
从 而 引出 这 样 一 种 看 法 ， 即 认为 尾部 残 基 的 净 电 和 荷 与 尾部 的 某 些 特定 残 基 均 作用 于 基因 
沉默 。 另 外 ， 早 期 的 染色 质 免 疫 沉淀 〈ChIP) 显示， 位 于 组 蛋白 H4 氨基 末端 尾部 的 赖 
氮 酸 ， 与 基因 组 其 他 部 分 相 比 ， 在 沉默 染色 质 区 域 表 现 为 低 乙 酰 化 。 而 且 ， 其 中 一 个 组 
蛋白 突变 体 说明 H4 K16 〈 能 被 乙酰 化 ) ， 对 沉默 染色 质 的 形成 有 关键 作用 。 

端 粒 为 研究 Sir 蛋白 调控 基因 沉默 提供 了 一 个 最 简单 的 系统 。 招 募 沉 默 和 蛋白 Cre 
cruiting silencing protein) 的 概念 得 以 发 展 。 简 言 之 ， 通 过 酵母 双 杂 交 方 法 ， 发 现 端 粒 
结合 蛋白 Rapl 与 Sir3 和 Sir4 有 相互 作用 (Palladino et al，1993) 。 因 而 ，Rapl 能 “ 招 
募 ” 这 些 Sir 蛋白 到 基因 组 的 端 粒 区 。 有 证 据 显示 ，Sir3 和 Sirs 能 相互 结合 ， 而 且 最 重 
要 的 是 ，Sir3 (可 能 还 有 Sir4) 与 组 蛋白 H3 和 H4 的 尾 端 有 相互 作用 〈Thompson et 
al. 1993) 。 此 外 ， 过 表达 Sir3 会 导致 其 从 端 粒 沿 染色 质 纤 维 问 内 “蔓延 "， 说 明 Sir3 是 
沉默 染色 质 的 限制 性 成 分 并 能 沿 染 色 质 发 生 “ 多 聚 化 ” (Renauld et al. 1993) 。 总 而 言 
之 ， 可 能 存在 一 个 对 于 基因 沉默 具有 重要 意义 的 大 型 相互 作用 网 络 ， 由 于 其 与 蛋 日 
Rapl 的 相互 作用 ，Sir 蛋白 开始 在 端 粒 DNA 处 的 装配 ， 而 后 可 能 借助 与 组 蛋白 H3 和 
H4 尾 端的 结合 ， 从 端 粒 处 沿 染色 质 纤 维 多 聚 化 。 

端 粒 表达 花王 性 中 的 转录 状态 的 转换 ， 可 能 是 基因 表达 沉默 和 活跃 间 竞 争 的 结 采 
(Aparicio and Gottschling 1994; Weintraub 1993) 。 如 果 一 个 端 粒 位 置 的 基因 的 转录 激 
活 因 子 缺失 ， 该 基因 的 本 底 转 录 机 制 就 不 足以 表达 而 使 该 基因 发 生 组 成 型 沉默。 反之 ， 
转录 激活 因子 的 过 表达 导致 端 粒 位 置 的 基因 组 成 型 表达 ， 即 该 基因 永 不 沈默。 在 缺失 
SIR3 (或 SIR2 或 SIR4) 的 情况 下 ， 本 底 基 因 表 达 足 够 高 ， 但 若 增加 SIR WE, W 
会 相应 增加 沉默 细胞 的 比例 。 尽 管 通过 细胞 周期 ， 转 录 激 活 因子 能 压制 基因 沉默 ， 当 细 
胞 处 于 S 期 尤为 有 效 ， 该 时 期 正 是 染色 质 被 复制 的 阶段 ， 因 此 对 竞争 最 为 敏感 。 有 些 出 
人 意料 的 是 ， 处 于 G/M 期 的 细胞 也 很 容易 转换 ， 表 明 沉 默 染色 质 在 此 时 尚未 完全 被 效 
AC 

酵母 的 沉默 染色 质 表 现 出 对 核酸 酶 和 DNA 修饰 酶 的 抗 性 ， 说 明 与 基因 组 其 他 部 分 
相 比 ， 其 所 舍 DNA BAS RR (Thompson et al. 1993), 
看 起 来 在 酵母 基因 组 中 存在 着 不 同等 级 的 沉默 : 端 粒 最 易 被 干扰 ，HML KZ, 
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HMR 则 最 不 敏感 。 事 实 上 ， 当 SIR] 基因 被 突变 后 ， 正 常情 况 下 完全 沉默 的 HM 位 点 
表现 出 表达 的 花 斑 性 (Pillus and Rine 1989). 

最 后 Sir3 和 Sir4 定位 于 细胞 核 边缘 区 域 ， 而 端 粒 也 是 在 此 。 有 假设 认为 细胞 核 的 
构成 使 得 核 边缘 为 沉默 提供 了 一 个 特殊 环境 (Palladino et al. 1993). 

昼 殖 酵母 也 含有 议 默 交 配 里 ， 据 推测 与 酿酒 酵母 沉默 交配 曲 的 效果 类 似 。 不 过 ， 裂 
殖 酵 母 接合 型 转变 的 故事 多 了 一 点 波折 。 在 一 系列 精巧 实验 中 ，Amar Klar 提出 了 在 细 
胞 中 某 个 “标记 ”是 如 何在 DNA 的 一 条 链 上 留 下 印记 的 构想 (Klar and Bonaduce 
1993) 。 当 双 链 断裂 促使 接合 型 发 生 转 变 时 ， 经 过 两 次 细胞 分 裂 ， 该 标记 存在 于 四 个 也 
细胞 中 的 一 个 。 裂 殖 酵母 并 没有 任何 已 知 的 DNA 修饰 〈 甲 基 化 等 )， 因 此 推测 是 一 种 
不 同类 型 的 印记 和 留存 于 DNA 链 上 。 

第 59 次 大 会 的 主题 是 “肿瘤 分 子 和 遗传 学 ”。 肿 瘤 抑制 基因 的 构想 成 立 以 后 ， 肿 瘤 形 
成 中 表 观 遗传 调控 的 概念 得 以 发 展 。 已 有 一 些 研究 支持 该 观念 ， 但 一 有 趣 的 变化 发 生 于 
研究 Beckwith-Wiedemann 症 和 Wilms 肿瘤 患者 的 过 程 中 。 两 种 患者 的 突变 被 定位 于 一 
含有 印记 的 H19-IGF2 基因 的 位 点 。Feinberg 等 在 受 影响 的 患者 中 发 现 了 这 些 基因 的 
“印记 丢失 ” (loss of imprinting) 现象 ， 母 源 位 点 丢失 其 印记 ，H19 被 抑制 而 IGF2 得 
以 表达 。 因 此 ， 原 则 上 在 基因 组 其 他 部 位 也 可 以 发 生 LOI 现象 ， 可 能 导致 肿瘤 形成 中 
的 重要 基因 出 现 双 等 位 基因 同时 表达 和 (或 ) 表达 抑制 。 

到 主题 为 “转录 机 制 ” 的 63 次 大 会 前 的 数 年 间 ， 对 一 些 表 观 遗传 现象 分 子 层 面 的 
理解 取得 了 一 些 重 要 进展 。 发 现 了 组 蛋白 的 修饰 酶 ， 准 确 说 是 组 蛋白 乙酰 化 酶 和 去 乙酰 
化 酶 。 其 中 一 些 酶 在 基因 表达 调控 中 扮演 重要 角色 。 这 为 研究 直接 影响 PEV 和 沉默 的 
基因 产物 提供 了 一 条 途径 。 这 些 发 现在 这 次 大 会 上 露出 了 冰山 一 角 (Losick 1998)。 对 
酵母 中 沉默 蛋白 Sir3 和 Sir4 的 精细 研究 显示 了 它们 之 间 相 互 作用 的 多 价 性 ， 也 揭示 了 
所 有 Sir BA. ABAURSH DNA 结合 因子 之 间 的 相互 作用 网 络 是 如 何 装 配 沉默 染 
EER. sah, SARA GRR, rDNA. HM 位 点 、 双 链 断 裂 点 ) 怎样 竞争 有 
限 的 Sir 蛋白 的 细节 也 得 以 揭示 。 前 弱 某 一 特定 位 点 招募 沉默 因子 的 能 力 ， 在 其 他 位 点 
的 Sir 蛋白 水 平 得 到 提高 (Cockell et al. 1998)。 这 为 某 一 位 点 的 沉默 会 影响 其 他 位 点 
的 表 观 遗传 沉默 且 受 浓度 作用 的 影响 的 观点 提供 了 直接 证 据 ， 该 观点 最 初 来 源 于 对 果 蝇 
PEV 的 研究 ， 此 前 一 直 未 得 到 验证 (Locke et al. 1988). 

为 一 项 发 现 则 解释 了 DNA 甲 基 化 是 怎样 借助 染色 质 来 调控 基因 表达 的 。 这 来 自 对 
MeCP2 和 蛋 握 复合 物 的 鉴别 ，MeCP2 能 结合 甲 基 化 的 DNA 和 组 蛋白 去 乙酰 化 酶 (Wade 
et al. 1998) 。 甲 基 化 的 DNA 可 能 招募 去 乙酰 化 酶 至 某 位 点 ， 从 而 促进 相 邻 基因 的 
沉默 。 

边界 元 件 的 概念 被 从 果 蝇 延伸 到 哺乳 动物 。 来 自 B 珠 蛋白 位 点 的 直接 证 据 表 明 ， 在 
后 生动 物 〈 也 可 能 在 所 有 真 核 生 物 ) 中 ， 染 色 质 边界 元 件 确实 都 保守 存在 (Bell et al. 
1998) 。 

主题 为 “免疫 系统 中 信号 传导 和 基因 表达 ”的 第 64 次 会 议 提 供 了 单 等 位 基因 表达 
如 何 发 生 ， 及 其 发 生 可 能 比 原先 想象 的 更 为 广泛 分 布 的 证 据 。 淋 巴 细胞 中 免疫 球 和 蛋白 位 
点 的 单 等 位 基因 表达 已 经 被 观察 到 了 相当 一 段 时 间 ， 该 现象 保证 每 一 个 淋巴 细胞 只 产生 


第 1 章 表 观 遗传 学 ， 从 现象 到 领域 


一 种 受 体 类 型 (Mostoslavsky et al.1999)。 等 位 基因 的 表达 在 发 育 早 期 被 随机 选择 : 
两 个 等 位 基因 开始 处 于 抑制 状态 ， 但 一 段 时 间 后 ， 其 中 之 一 被 去 甲 基 化 。 虽 然 还 不 清楚 
基因 是 如 何 被 选择 成 为 单 等 位 表达 基因 ， 但 在 单 等 位 基因 表达 的 必要 性 并 不 明显 的 其 他 
位 点 也 有 此 现象 。 如 编码 白细胞 介 素 IL-2 和 IL-4 的 基因 只 有 一 个 等 位 基因 表达 
(Pannetier et al. 1999), 

第 65 届 大 会 上 与 表 观 遗传 学 相关 的 最 重要 演讲 是 发 现 Sir2 和 蛋白 是 一 种 组 蛋 日 去 乙 
酰 化 酶 (Imai etal. 2000) 。 这 是 唯一 在 所 有 真 核 生物 中 都 具有 明确 的 同 源 和 绰 白 并 调 放 
PEV 的 Sir 蛋白 。 它 似乎 是 去 除 沉默 染色 质 上 组 蛋白 乙醚 基 的 主力 军 。 而 且 由 于 它 的 
NAD 依赖 性 ， 将 细胞 生理 状态 与 沉默 〈 异 染色 质 ) 调节 相 联系 起 来 。 

议题 为 “人 类 基因 组 ”的 第 68 届 会 议 是 遗传 学 领域 的 一 个 重要 里 程 碑 。 虽然 还 有 
许多 遗传 学 工作 要 做 ,但 人 类 基因 组 和 其 他 物种 基因 组 测序 的 完成 ， 意 味 着 是 进入 “ 超 
遗传 学 ”(〈 即 表 观 遗传 学 的 字面 含义 ) 的 时 候 了 。 | 

这 一 历史 性 回顾 突出 了 与 其 他 许多 研究 领域 共享 的 几 个 主题 。 首 先 ， 它 表明 了 表 观 
遗传 学 进展 的 不 连续 性 。 其 次 ， 随 着 表 观 遗传 现象 的 分 子 机 理 正在 开始 被 了 解 ， 表 观 遗 
传 学 与 普遍 的 生物 调控 更 容易 被 联系 起 来 。 最 后 ， 它 表明 那些 被 我 们 认为 是 科学 先贤 的 
人 早已 指出 了 这 个 联系 的 存在 ， 只 是 对 大 多 数 其 他 人 ， 需 要 花 更 多 时 间 才 能 看 到 这 些 明 
显 的 联系 黑 了 。 





多 年 来 ， 一 些 通 用 于 所 有 表 观 遗传 现象 的 普遍 概念 得 以 确定 ， 并 对 深入 探索 的 实验 
思路 起 着 指导 作用 。 首 先 ， 两 种 表 型 状态 (“关闭 ”和 “开启 ”)， 总 是 能 在 其 各 关键 调 
控 点 找到 结构 差异 ， 即 形式 决定 功能 。 因 而 ,解析 这 两 种 不 同 的 结构 和 其 组 成 成 分 并 找 
到 它们 组 成 上 的 差异 是 首要 的 任务 。 其 次 ， 在 充斥 着 竞争 因素 和 多 种 力量 的 环境 下 ， 这 
种 不 同 的 结构 必须 具备 维持 和 延续 的 能 力 。 因 此 ， 要 求 每 种 结构 具有 自我 增强 能 力 或 正 
反馈 通路 ， 以 保证 其 经 过 多 次 细胞 分 裂 仍 能 被 维持 和 传播 ; 在 某 些 情形 下 能 保持 一 生 ， 
如 XX 染色 体 失 活 。 

许多 以 前 会 议 中 被 定义 的 机 制 性 原理 ， 在 第 69 届 会 议 上 继续 得 到 改进 ， 同 时 也 有 
新 进展 。 要 在 文中 阐述 这 些 新 进展 ， 很 重要 的 一 点 得 指出 两 项 对 表 观 遗传 学 具有 较 大 影 
响 的 发 现 。 一 是 RNA 干扰 和 相关 的 以 RNA 为 基础 的 调控 机 制 的 发 现 。 另 一 个 则 是 肝 
粒 假说 机 制 的 阐明 。 上 述 两 个 领域 在 过 去 十 年 间 进 展 迅 速 ， 其 中 一 些 研 究 有 助 于 了 解 以 
染色 质 为 基础 的 表 观 遗传 学 ， 另 一 些 则 为 理解 表 型 的 可 遗传 性 提供 了 新 视角 。 

这 次 会 议 上 报告 的 许多 成 果 在 本 书 各 章 中 有 详细 描述 ， 因 此 我 就 不 在 这 儿 讨 论 本 。 
然而 ， 我 会 触及 几 个 我 喜欢 但 未 在 本 书 其 他 章节 被 提 及 的 进展 。 最 后 ， 我 会 试图 概括 我 
从 这 次 会 议 得 到 的 最 重要 的 概念 。 


3.1 组 蛋白 密码 假说 
考虑 到 组 蛋白 修饰 及 其 潜在 的 信息 内 容 ， 存 在 着 许多 关于 “组 蛋白 密码 假说 ”的 讨 
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W (Jenuwein and Allis 2001) 。 该 假说 的 支持 者 引用 了 如 组 蛋白 H3 在 K9 位 点 的 三 甲 
其 化 和 其 与 HP1 家 族 异 染色 质 蛋 白质 极 强 的 亲和力 的 例子 (Jenuwein and Allis 2001), 
反对 方 则 引用 生化 和 遗传 的 证 据 ， 如 组 蛋白 H4 氨基 末端 尾巴 的 净 电 荷 ， 不 管 该 电荷 位 
于 何 处 ， 对 DNA 结合 或 表 型 都 有 显著 的 影响 (Megee et al，1995; Zheng and Hayes 
2003) 。 

在 酉 酒 酵母 中 ， 运 用 专 一 性 抗体 和 染色 质 免疫 沉 演 结合 基因 芯片 分 析 〈ChIP- 
Chip), Grunstein 叙述 了 全 基因 组 范围 组 蛋白 乙酰 化 修饰 和 染色 质 结 合 蛋白 的 分 析 数 据 
(Millar et al. 2004) 。 其 研究 聚焦 于 同 H4K16 乙酰 化 相关 联 的 表 观 遗传 转变 ， 导 致 结 
合 或 不 结合 特定 染色 质 蛋 白 ， 从 而 支持 了 组 蛋白 密码 假说 。 尽 管 未 经 讨论 ， 他 的 一 些 数 
据 似 乎 也 支持 了 他 人 报告 的 结论 ， 即 对 基因 组 的 大 部 分 而 言 ， 特 定 组 蛋白 修饰 和 基因 表 
达 之 间 没 有 相关 性 〈 例 如 ， 所 有 活性 基因 具有 同样 的 标记 ， 而 非 活性 基因 却 没 有 ) 
(Schubeler et al. 2004; Dion et al. 2005) 。 将 所 有 结果 汇总 起 来 ， 我 猜测 特定 修饰 作用 
和 总 体 净 电荷 作用 ， 都 作用 于 对 染色 质 结构 和 基因 表达 调控 的 机 制 中 。 


3.2 动态 的 沉默 染色 质 


我 必须 承认 ， 基 于 异 染 色 质 的 静态 图 像 和 沉默 染色 质 的 稳定 特性 ， 我 曾经 确信 蜡染 
TRA Ame, Meme, RAA DNA 复制 的 时 候 ， 这 种 不 受 影响 的 稳定 结 
构 才 变 得 松弛 。 由 于 这 样 的 思维 方式 ,我 思春 地 忽略 了 大 学 化 学 所 学 的 动态 平衡 原理 。 
不 过 ， 因 为 对 沉默 染色 质 和 蜡染 色 质 的 研究 ， 这 些 课 程 又 被 带 回 家 重 温 。 研 究 显 示 ， 哺 
乳 动物 细胞 中 的 异 染 色 质 蛋白 〈HP1)、 酵 母 中 的 沉默 蛋白 〈Sir3) 均 处 于 动态 平衡 状 
态 ， 即 在 异 染色 质 状态 和 可 溶 状态 之 间 进 行 迅 速 转换 ， 即 便 异 染色 质 处 于 最 不 易 受 影响 
的 状态 时 也 是 如 此 (Cheng and Gartenberg 2000; Cheutin et al，2003) 。 对 这 种 动态 特 
性 的 认识 ， 追 使 人 们 从 不 同 的 角度 来 思考 表 观 遗传 染色 质 状 态 是 怎样 被 保持 和 遗传 的 。 
这 暗示 ， 在 一 些 系 统 中 ， 表 观 遗 传 状态 能 在 任 一 时 刻 被 逆转 ， 而 不 仅仅 是 在 DNA 复制 
阶段 。 因 此 ， 我 们 可 以 推断 沉默 染色 质 自我 增强 和 传播 的 机 理 是 持续 作用 的 。 

组 蛋白 甲 基 化 被 广泛 认为 是 一 种 能 真正 给 予 染 色 质 “永久 ”标记 的 修饰 (Kubicek 
and Jenuwein 2004)。 与 其 他 所 有 组 蛋白 修饰 (如 磷酸 化 、 乙 醚 化 、 泛 素 化 ) 相反 ， 尚 
未 有 已 知 的 酶 能 够 可 闭 地 将 一 个 甲 基 从 赖 氨 酸 或 精 氨 酸 的 胺 基 处 移 去 * 。 而 且 ， 在 生理 
条 件 下 借助 简单 的 水 解 作用 去 掉 甲 基 基 团 在 热力 学 上 是 不 利 的 ， 因 而 不 大 可 能 自发 
发 生 。 

那些 认为 甲 基 化 标记 是 永久 性 的 观点 目前 已 被 数 个 报道 所 动摇 。 研 究 显 示 ， 一 种 细 
胞 核 肽 基 精 氮 酸 瓜 氨 酸化 酶 〈 使 精 氨 酸 转化 为 瓜 氨 酸 的 酶 ) (PAD4) 能 从 组 蛋白 H3 的 
HARRE ERAP] (Cuthbert et al. 2004; Wang et al. 2004) 。 尽 管 这 一 去 
甲 基 化 过 程 导 致 精 氮 酸 残 基 转 变 成 瓜 氨 酸 ， 并 非 真 正 意义 上 的 去 甲 基 化 ， 但 为 永久 性 甲 
基 化 标记 的 去 除 提供 了 一 种 机 制 。 

Robin Allshire 提出 了 一 个 吸引 人 的 论点 ， 即 裂 殖 酵母 的 i2 基因 能 逆转 H3K9 上 


* 目前 已 经 有 多 种 组 绰 日 去 甲 基 化 酶 被 发 现 。 一 一 译 者 
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的 双 甲 基 化 CR. Allshire, 个 人 通信 ) 。 他 或 许 走 在 正确 的 道路 上 ， 因 为 会 议 之 后 几 个 
月 ， 发 现 了 一 个 源 自 哺乳 动物 的 无 关 的 LSD1 酶 ， 能 特异 地 使 双 甲 基 化 或 单 甲 基 化 
H3K4 去 甲 基 (Shi et al，2004)， 从 而 逆转 一 “活跃 ”的 染色 质 标 记 。 有 趣 的 是 ， 
LSD1 对 三 甲 基 化 的 H3K4 不 起 作用 ， 因 此 ， 甲 基 化 能 在 标记 过 程 中 被 逆转 ， 但 一 旦 标 
记 完 全 成 熟 ， 则 不 能 逆转 *。 

不 过 ，Steve Henikoff 报道 了 一 种 能 去 除 赖 氨 酸 永久 性 三 甲 基 化 的 方法 。 他 显示 了 
以 一 种 独立 于 复制 的 转录 依赖 性 的 方式 ， 组 蛋白 变 体 H3. 3 能 取代 常规 H3 (Henikoff 
et al，2004) 。 大 体 上 ， 用 于 沉默 的 包含 甲 基 化 标记 的 组 蛋白 能 被 更 有 利于 转录 的 另 一 
个 组 蛋白 所 置换 。 当 总 染色 质 被 分 离 时 ， 组 蛋白 H3. 3 较 常规 H3 含有 更 多 活跃 染色 质 
的 甲 基 化 标记 (如 K79me). 

所 有 这 些 结果 表明 ， 可 能 并 不 存在 一 种 用 于 标记 的 简单 的 组 蛋白 修饰 ， 使 沉默 染色 
质 状态 在 细胞 分 裂 中 得 以 遗传 。 而 是 ， 肯 定 存 在 着 一 系列 更 精细 的 相互 作用 ， 它 们 虽然 
并 不 能 确保 沉默 ， 但 能 提高 保持 沉默 状态 的 可 能 性 。 


3.3 细胞 核 的 构造 


许多 年 前 就 已 发 现 基 因 在 细胞 核 内 所 处 位 置 与 表达 间 有 相关 性 〈Mirkovitch et al. 
1987) 。 这 个 发 现 导致 一 种 观点 一 一 在 细胞 中 存在 着 特殊 的 区 室 ， 在 这 些 区 室 中 基因 的 
表达 或 沉默 受到 限制 。 有 人 认为 这 种 组 织 方式 的 必要 意义 是 为 了 保持 基因 组 的 复杂 性 并 
以 一 种 可 行 的 规则 来 对 其 进行 调控 。 酿 酒 酵母 的 研究 支持 该 观点 ， 作 为 沉默 复合 物 关 键 
组 分 的 端 粒 常 位 于 细胞 核 周 边 ，Sir4 也 是 如 此 (Palladino et al，1993)。 使 端 粒 或 Sir4 
离开 核 周 边 会 导致 端 粒 沉 默 的 缺失 (Laroche et al. 1998; Andrulis et al. 2002), MWH., 
人 为 地 将 一 个 部 分 沉默 的 基因 引 至 核 周边 会 使 其 变 得 完全 沉默 (Andrulis et al. 1998) 。 

在 一 个 重要 意义 的 实验 中 ，Gasser 发 现 如 果 将 端 粒 和 沉默 复合 物 都 从 核 周边 释放 ， 
并 目 由 移动 于 细胞 核 ， 端 粒 沉 默 仍 能 有 将 建立 (Gasser et al. 2004) 。 这 表明 ， 没 有 特 
别 的 需要 将 基因 限定 于 某 一 区 域 。 这 也 和 下 述 发 现 更 为 一 致 ， 即 尽管 染色 质 蛋 白 与 染色 
质 快速 结合 和 分 离 ， 但 仍 能 有 效 地 进行 调控 〈 如 沉默 )。 或 许 某 些 定位 对 特定 条 件 Cb 
迫 ?) 下 保持 相关 因子 的 局 部 高 浓度 是 必需 的 ， 也 可 能 是 漫长 的 进化 过 程 产 生 区 域 无 效 
组 合 的 一 个 败笔 。 


3.4 Ant 


Wickner #844 TAMRE ALA Se oe, HARA AE Hh R A a — pL 
Z% (Wickner et al，2004a，b)。 从 最 简单 的 分 子 意 义 而 言 ， 睹 粒 通过 改变 其 同 源 基 因 产 
物 ， 从 而 导致 可 遗传 的 表 型 改变 。 物 粒 引 起 其 底 物 的 结构 改变 ， 这 并 无 DNA 序列 变化 
发 生 ; 有 一 类 被 研究 得 最 为 透彻 的 及 粒 可 使 一 可 深重 日 变 成 省 粉 状 纤维 。 在 许多 情形 
下 ， 淀 粉 状 纤维 形式 会 降低 或 消除 蛋白 质 的 正常 活性 ， 从 而 产生 表 型 的 变化 。Wickner 
定义 了 另 一 类 不 会 形成 淀粉 状 的 及 粒 ， 它 们 是 一 类 需要 自我 激活 的 酶 。 如 果 一 个 细胞 只 


x* 目前 已 有 多 种 作用 于 三 甲 基 化 赖 氨 酸 的 去 甲 基 化 酶 被 发 现 。 一 一 译 者 
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含有 这 种 酶 的 非 活性 形式 ， 那 么 要 求 外 源 的 活性 形式 的 酶 来 启动 这 个 “自我 繁殖 ”的 过 
程 ， 只 要 细胞 中 含有 一 个 活性 分 子 ， 这 一 现象 就 能 得 以 持续 。Wickner 提供 了 两 个 例 
子 ， 并 预期 这 类 蛋白 会 界定 一 个 新 的 表 观 遗传 机 制 以 供 研究 。 

Si 提出 了 初步 的 证 据说 明 一 种 肝 粒 模型 可 能 可 以 解释 海 蜗牛 的 习 得 记忆 (Si et al. 
2004) 。 神 经 元 细胞 中 一 系列 储存 的 mRNA 转录 物 ， 对 于 其 短期 记忆 的 维持 很 重要 。 他 
发 现 一 个 蛋白质 翻 译 的 调控 因子 CPEB 能 以 两 种 形式 存在 ， 其 中 CPEB 的 活性 形式 对 其 
目 我 增殖 起 决定 性 作用 。 对 这 一 设想 的 检测 尚 处 于 早期 阶段 ， 但 这 为 思考 我 们 是 如 何 记 
忆 的 问题 提供 了 一 个 令 人 兴奋 的 新 途径 。 


3.5 新 现象 


对 于 新 的 、 非 预期 的 现象 的 描述 ， 总 是 占据 着 我 们 的 想象 力 。 会 后 数 个 星期 ， 我 的 
头脑 尤其 被 一 个 报道 所 占据 。 对 HOTHEAD 基因 (在 拟 南 芥 中 调节 器 官 融合 ) 突 恋 等 
位 基因 的 经 典 遗 传 分 析 显 示 ， 其 并 不 遵循 正常 的 孟 德尔 遗传 定律 (Lolle et al. 2005), 
人 研究 显示 ， 杂 合子 植株 HOTHEAD/hothead 自 交 产生 hothead /hothead 纯 合 子 植株 ， 
而 hothead/hothead 纯 合子 植株 进行 自 交 ， 后 代 中 有 15% HOTHEAD/hothead 基因 
型 。 这 一 惊人 水 平 的 野生 型 回复 ， 在 核 苷 酸 水 平 准确 地 产生 了 存在 于 早 几 代 中 的 野生 型 
基因 的 拷贝 。 这 种 逆转 并 不 局 限于 HOTHEAD 位 点 ， 其 他 位 点 也 有 相同 频率 的 野生 型 
回复 发 生 。 不 过 所 有 这 些 回 复 均 要 求 父母 为 hothead/hothead 纯 合 子 。HOTHEAD 基 
因 的 产物 并 未 对 该 现象 的 产生 原因 提供 显而易见 的 解释 ， 但 相关 讨论 暗示 野生 型 基因 的 
拷贝 ， 也 许 通过 RNA 传 至 后 代 。 虽 然 可 能 有 争议 认为 因为 有 DNA 序列 的 改变 ， 该 现 
象 不 属于 表 观 遗传 学 ， 但 该 假定 的 旧 有 拷贝 的 遗传 传递 并 不 遵循 通常 的 遗传 定律 。 无 论 
如 何 ， 该 现象 对 遗传 学 有 巨大 意义 ， 特 别 是 从 进化 的 角度 来 看 。 


要 解释 各 表 观 遗传 机 制 还 需要 做 些 什么 ? 多 数 情 况 下 ， 我 们 仍然 在 收集 〈 发 现 ) 其 
组 分 。 就 像 全 基因 组 测序 极 大 地 促进 了 遗传 学 的 发 展 ， 当 所 有 组 分 都 已 知 时 ， 对 表 观 遗 
传 学 很 可 能 会 有 更 为 清晰 的 了 解 。 令 人 鼓舞 的 是 ， 过 去 十 年 我 们 已 经 取得 了 巨大 的 
进展 。 

我 承认 我 不 能 确定 我 们 是 接近 还 是 远 未 达到 ， 对 表 观 遗传 状态 怎样 保持 和 传代 的 机 
理 有 一 个 准确 的 了 解 。 基 于 遥 粒 的 现象 也 许 会 是 最 先 被 认 知 的 ， 而 那些 基于 染色 质 的 现 
象 则 可 能 最 后 。 在 染色 体 上 建立 沉默 状态 必需 的 多 价 相互 作用 ， 增 加 了 问题 的 复杂 性 。 
而 沉默 染色 质 的 动态 性 质 则 使 之 更 为 复杂 。 要 想 进一步 了 解 各 组 分 进出 染色 质 结构 的 运 
动情 况 ， 需 要 应 用 改良 的 或 新 的 方法 。 尽 管 染 色 质 免疫 共 沉淀 对 于 确立 组 分 是 否 存在 于 
某 一 结构 中 具有 重要 意义 ， 但 它 曾 一 度 蒙 珊 了 人 们 关于 动态 本 质 的 了 解 。 

考虑 到 复杂 性 ， 我 猜测 ， 简 单 地 检测 所 有 组 合 物 之 间 的 结合 与 平衡 常数 ， 以 及 试图 
导出 一 系列 调控 表 观 遗传 转换 的 微分 方程 ， 可 能 并 非 是 对 资源 的 有 效 利 用 ， 也 并 不 一 定 
导致 更 好 的 理解 。 更 确切 地 说 ， 为 了 最 终 理解 表 观 遗传 现象 ， 我 推测 需要 发 展 出 一 种 新 
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型 的 数学 方法 ， 并 与 新 的 实验 检测 方法 相 结 合 。 其 中 部 分 可 能 需要 完善 体外 系统 ， 使 之 
能 忠实 再 现 不 同 表 观 遗传 状态 间 的 转换 。 

大 部 分 表 观 遗传 现象 中 两 种 状态 之 间 的 较量 ， 可 能 反映 着 细胞 内 多 个 水 平 竞争 的 结 
采 ， 以 及 试图 修正 “间接 损害 ”的 尝试 。 例 如 ， 沉 默 蛋 白质 可 能 参与 保护 基因 组 免 受 转 
座 子 的 影响 。 但 由 于 沉默 蛋白 质 通过 普遍 存在 的 核 小 体 起 作用 ， 一 些 关 键 性 的 基因 受到 
抑制 。 为 了 克服 这 一 矛盾 ， 组 蛋白 修饰 作用 (如 H3K4 和 H3K79 的 甲 基 化 ) 和 各 种 组 
HAA CH2A.Z) 参与 阻止 沉默 蛋白 质 与 关键 性 基因 的 结合 。 从 后 续 的 结果 来 看 ， 
这 些 变化 可 能 介 和 人 其 他 过 程 ， 如 沉默 蛋白 质 对 某 些 基因 的 抑制 可 能 是 有 用 的 〈 沉 默 交配 
匣 ) 。 议 默 机 制 也 可 能 有 其 他 功能 ， 如 促进 染色 体 分 离 。 所 以 ， 研 究 还 在 继续 中 ……: 

我 盼望 知道 更 多 物种 的 基因 组 序列 ， 从 而 可 能 指引 我 们 了 解 建立 起 我 们 今天 所 见 的 
表 观 遗传 过 程 的 一 个 进化 事件 顺序 表 。 例 如 ， 酿 酒 酵母 没有 RNAI 机 制 ， 但 许多 其 他 真 
菌 具 有 ， 通 过 研究 不 同 种 类 之 间 系 统 发 育 的 断层 ， 我 们 也 许 会 发 现 是 什么 事件 导致 酿酒 
酵母 不 再 “需要 ”这 个 系统 ， 

和 生物 研究 的 其 他 领域 相 比 ， 表 观 遗 传 学 似乎 更 多 地 建立 在 试图 解释 意料 之 外 的 现 
象 ， 如 从 H. J. Muller 的 位 置 效 应 花 斑 ， 到 callipyge 表 型 中 的 极 性 超 显 性 (Georges et 
al.。2004) 。 试 图 了 解 一 些 非 寻常 事件 的 愿望 一 直 吸 引 着 我 们 ， 我 们 为 其 聪 丰 灵巧 的 机 
制 所 着 迷 。 这 也 许可 以 解释 为 何 这 一 领域 吸引 了 多 于 常规 的 轻松 愉快 和 智慧 的 头脑 。 随 
着 我 们 理解 的 加 深 ， 随 着 新 的 、 意 料 之 外 的 表 观 遗传 现象 被 发 现 ， 我 觉得 这 一 领域 会 越 
来 越 吸引 人 。 
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Lg 言 


表 观 遗传 学 的 发 展 与 进化 研究 和 发 育 研 究 密切 相关 。 在 过 去 的 50 年 间 ， 随 着 人 们 
对 真 核 基因 表达 调控 分 子 机 制 研究 的 深信, “ 表 观 遗传 学 ”自身 的 含义 也 在 不 断 更 新 ， 
目前 通行 的 定义 简要 概 振 了 其 研究 内 容 ， 即 “研究 在 有 丝 分 裂 及 减 数 分 裂 过 程 中 无 法 用 
DNA 序列 改变 来 解释 的 基因 功能 的 可 继承 性 改变 ”(Riggs et al. 1996), 20 世纪 50 年 
代 ， 表 观 遗 传 学 的 定义 还 相当 的 宽泛 ， 它 涵盖 了 从 受精 卵 起 始 到 个 体 成 熟 过 程 中 的 所 有 
发 育 事 件 ， 即 从 遗传 物质 开始 到 个 体 成 型 所 有 的 调控 过 程 (Waddington 1953)， 这 种 概 
QART 19 世纪 后 期 的 细胞 生物 学 及 胚胎 生物 学 研究 ， 这 些 工 作为 研究 基因 与 发 育 之 
闻 的 关系 商定 了 基础 。 从 那 时 起 的 相当 长 时 间 里 ， 胚 胎生 物 学 家 对 究竟 是 什么 物质 承担 
个 体 发 育 的 “编程 ”和 对 这 种 物质 的 特性 及 定位 等 方面 的 理解 存在 争议 。 人 们 做 了 大 量 
的 细胞 及 胚胎 实验 ， 尽 管 这 些 实验 设计 巧妙 但 最 终 解 释 含 精 ， 依 据 各 自理 解 的 不 同 ， 胚 
胎生 物 学 家 们 分 为 两 派 : 一派 认为 每 个 细胞 含有 既定 的 程序 性 的 要 素 ， 它 们 在 发 育 过 程 
中 放大 ; 另 一 派 认 为 是 可 溶性 物质 的 化 学 反应 执行 了 复杂 的 发 育 编 程 ， 二 者 的 分 歧 其 实 
是 对 细胞 核 和 细胞 质 在 发 育 过 程 中 的 重要 性 的 认识 不 同 。1879 年 ，Flemming RH T Ye 
色 体 ， 随 后 很 多 研究 者 ， 包 括 Wilson 和 Boveri 通过 实验 证 实 染 色 体 是 发 育 程 序 的 载 
体 ，Thomas Hunt Morgan 的 果 蝇 和 染色 体 遗 传 连锁 实验 为 这 一 观点 提供 了 最 具 说 服 
力 的 证 据 。 

从 那 时 起 ， 线 性 染色 体 图 谱 建 立 迅 速 推进 ， 果 蝇 基 因 被 定位 在 染色 体 的 特定 位 点 
(Sturtevant 1913) 。 然 而 ， 问 题 依旧 : 染色 体 中 的 什么 分 子 承 载 着 遗传 信息 ， 它 们 如 何 
控制 发 育 的 进程 ， 它 们 在 细胞 分 裂 中 又 如 何 传递 ? 尽管 当时 已 经 知道 染色 体 包括 核酸 和 
蛋白 质 ， 但 它们 的 相对 贡献 依然 不 清楚 ; 没 人 相信 核酸 能 够 独自 承载 发 育 信 息 ， 以 前 人 
们 争论 的 问题 甚至 仍 在 继续 着 细胞 质 对 发 育 事件 的 可 能 贡献 。 果 蝇 遗 传 实 验证 据 显 示 在 
没有 基因 改变 时 表 型 遗传 变化 依然 存在 。 当 确定 DNA 是 遗传 信息 的 基本 载体 时 ， 争 论 
终于 告 一 段落 。 所 以 ， 重 新 定义 表 观 遗传 学 从 而 区 分 来 自 DNA 序列 改变 和 非 DNA Fr 
列 改 变 引起 的 可 继承 的 变化 显得 尤其 必要 。 


“2. 源 于 遗传 与 发 育 的 线索 


无 论 定义 怎么 变化 ， 从 20 世纪 初 至 今 ， 现 代表 观 遗 传 学 无 论 是 理论 观点 还 是 科学 
数据 都 在 逐步 积累 。1930 Æ, H.J. Muller 描述 了 一 种 称 为 “ 常 变 位 移 ” (eversporting 
displacement, “ 常 变 ” 是 指 高 频率 的 表 型 变化 ) 的 果 蜂 高 频率 表 型 变化 突变 (Muller 
1930)。 这 些 突变 涉及 染色 体 转 移 (translocation) (即位 移 ，displacement)， 但 是 即使 
所 有 染色 质 以 正确 剂量 存在 ， 只 是 排列 异常 ， 表 型 结果 也 并 非 都 正常 。 某 些 个 体 中 ， 
Muller 观察 到 果 蝇 有 花 斑 眼 。 他 曾 考虑 这 可 能 是 “不 同 的 眼 形成 细胞 遗传 多 样 性 ”的 
结果 ， 但 是 进一步 的 遗传 学 分 析 使 他 想到 了 染色 体重 排 的 异常 特性 ， 因 此 他 得 出 结论 
“染色 体 上 影响 各 种 特征 的 区 域 是 有 某 种 程度 相关 的 ， 而 不 是 以 个 体 基 因 或 位 置 “ 基 因 
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元 件 ” 存 在 。 在 此 后 的 10~20 年 间 ， 诸 多 实验 室 提 供 了 强 有 力 的 证 据 证 实 了 white 基 
因 移 位 到 蜡染 色 质 区 会 产生 这 样 的 变异 。 

在 此 期 间 ， 染 色 体 重 排 是 关注 的 重点 。 基 因 并 非 完 全 独立 ， 它 们 的 功能 可 以 受 所 处 
基因 组 中 的 位 置 影 响 ， 这 被 多 种 果 蝇 突变 体 充 分 验证 ， 其 中 有 的 突变 体 果 蝇 具 有 不 同 的 
伦 斑 眼 ， 有 些 则 涉及 基因 向 常 染 色 质 区 的 转移 导致 更 具 普遍 性 〈 非 花 斑 型 ) 的 位 置 效 
Mo McClintock 的 研究 工作 (1965) 更 加 清晰 地 揭示 了 转 座 因子 在 植物 遗传 中 的 作用 
机 理 。 

为 一 条 线索 来 自 对 发 育 过 程 的 研究 。 在 发 育 过 程 中 ， 分 化 的 细胞 和 组 织 之 间 存 在 表 
型 差异 ， 而 且 差 异 一 旦 形成 ， 细 胞 的 特征 可 以 以 一 种 克隆 性 的 方式 遗传 给 子 代 细胞 ， 尽 
管 可 以 认为 其 根源 是 细胞 特异 性 编程 的 存在 ， 但 对 它 究 竞 是 以 何 种 方式 向 子 代 细胞 传递 
依然 鲜 有 了 解 。 

因此 ， 研 究 人 员 提 出 了 大 量 的 设想 试图 对 具体 的 作用 机 理 加 以 勾勒 : 持 生 物化 学 观 
点 的 研究 人 员 认 为 ， 是 多 种 相互 依赖 的 生物 化 学 反应 决定 并 维持 了 一 类 细胞 的 同一 性 。 
Delbruck 于 1949 年 提出 假说 认为 ， 如 果 将 生化 途径 进行 简单 的 两 两 配对 ， 每 一 个 反应 
的 产物 将 会 是 其 他 途径 的 中 间 产 物 或 抑制 剂 ， 依 此 建立 的 系统 就 可 以 在 一 个 或 两 个 稳定 
状态 之 间 转 换 。 随 后 的 发 现 ， 如 细菌 lac 操纵 子 (Novick and Weiner 1957) 机 理 、 鸣 
菌 体 溶 原 性 与 裂解 性 状态 的 转换 (Ptashne 1992) 是 该 理论 的 直接 例证 。 可 以 预见 ， 在 
真 核 生 物 中 存在 功能 等 价 的 模型 。 在 胚胎 发 育 过 程 中 ， 细 胞 核 与 细胞 质 分 别 对 分 化 状态 
的 转变 贡献 究竟 有 多 大 ， 自 然 成 了 最 感 兴趣 的 话题 ， 同 时 也 是 争议 的 焦点 所 在 ， 然 而 事 
实 却 是 ， 自 稳定 生化 途径 在 细胞 分 裂 中 必须 得 以 维持 。 草 履 虫 及 其 他 纤毛 虫 则 表现 出 另 
外 一 类 表 观 遗传 转变 ， 纤 毛 形 态 在 个 体 之 间 存 在 差异 而 且 可 以 克隆 性 继承 (Beisson 
and Sonneborn 1965) 。 通 过 显 微 外 科技 术 改 变 其 皮层 形态 后 ， 子 代 也 获得 了 这 种 被 改 
变 的 皮层 形态 。 有 人 认为 线虫 中 也 存在 类 似 的 现象 ， 细 胞 组 分 受到 特定 的 细胞 质 决 定 因 
人 (Grimes and Aufderheide 1991), 


3 个 体 体 细胞 DNA 是 相 同 的 


尽管 染色 体 存 在 于 所 有 的 体 细 胞 ， 但 当时 并 不 确定 所 有 的 体 细 胞 保留 了 受精 卵 中 所 
有 的 DNA。 直 到 Avery, MacLeod 和 McCarty 的 工作 〈1944) 以 及 Hershey 和 Chase 
(1952) 的 工作 发 表 后 ， 人 们 才 更 为 清楚 地 认识 到 ，DNA 分 子 可 能 承载 着 遗传 信息 ， 他 
们 的 观点 被 Watson 和 Crick 在 1953 年 通过 解析 DNA 的 结构 得 以 确证 。Briggs 和 King 
ENH (Rana pipiens) 中 的 研究 (1952) 以 及 Laskey 和 Gurdon EMH (Xenopus) 
中 的 研究 (1970) 得 到 同样 的 结果 ， 那 就 是 :将 来 自 早 期 胚胎 细胞 的 核 植 人 去 核 的 卵 母 
细胞 可 以 使 其 发 育成 豚 胎 。 因 此 Laskey 和 Gurdon 认为 : 成 年 动物 的 体 细 胞 同时 拥有 
其 自身 生长 和 发 育 所 必需 的 基因 以 外 的 基因 。 在 这 篇 文章 中 ， 他 们 进一步 表明 一 个 体 细 
胞 核 DNA 一 旦 被 植 人 去 核 的 卵细胞 ， 就 具有 诱导 胚胎 发 育 的 潜能 。 现 在 人 们 已 经 清 
楚 ， 发 育 的 进程 以 及 体 细胞 所 有 组 成 成 分 表达 的 特异 性 其 实 受 控 于 某 些 信 和 号， 而 这 些 信 
号 并 非 来 自生 殖 细 胞 DNA 序列 的 缺失 或 突变 。 
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当然 ， 体 细胞 DNA 可 以 表现 得 与 生殖 细胞 有 所 不 同 ， 其 结果 是 产生 了 细胞 表 型 ， 
Barbara McClintock 以 及 其 他 植物 遗传 学 家 的 工作 表明 转 座 子 可 以 改变 体 细 胞 的 表达 模 
式 ; 抗体 多 样 性 的 产生 是 因为 体 细胞 DNA 重 排 ， 它 与 早期 Muller 所 描述 的 位 置 效应 
变异 一 样 ， 可 以 看 做 是 一 个 表 观 遗传 事件 。 然 而 ， 近 年 来 表 观 遗传 学 的 很 多 工作 都 集中 
EWRRA DNA 重 排 发 生 时 的 系统 ， 这 包括 DNA 碱 基 的 修饰 以 及 与 DNA 形成 复合 
体 的 核 蛋 白 的 修饰 。 


ADNA 甲 基 化 的 作用 


X 染色 体 失 活 为 这 类 表 观 遗传 机 理 的 研究 提供 了 早期 模型 (Ohno et al. 1959; Ly- 
on 1961) ， 体 细胞 中 哪 条 和 染色体 的 失 活 是 随机 选择 的 ，DNA 的 序列 本 身 没 有 发 生 改 
变 。 为 了 【〈 部 分 地 ) 解释 这 类 失 活 作用 的 机 理 ，Riggs (1975), Holliday 和 Pugh 
(1975) 等 提出 将 DNA 甲 基 化 作为 表 观 遗传 学 标志 。 该 模型 的 核心 是 : 甲 基 化 位 点 位 
于 回 文 序列 区 ; 特定 的 甲 基 化 酶 区 分 并 分 别 催 化 未 修饰 双 链 DNA 和 已 修饰 单 链 DNA 
的 甲 基 化 。 该 观点 认为 ， 首 次 甲 基 化 比 再 次 甲 基 化 要 困难 得 多 ， 一旦 第 一 链 DNA RE 
饰 ， 互 补 链 的 相同 回 文 位 点 也 很 快 甲 基 化 ， 亲 本 链 上 的 甲 基 化 标志 可 以 随 着 复制 的 进行 
拷贝 到 子 代 链 ， 因 此 甲 基 化 状态 正确 地 传递 给 了 子 代 。 动 物 的 甲 基 化 位 点 主要 是 发 生 在 
CpG 序列 (Doskocil and Sorm 1962)， 因 此 ，Bird 利用 甲 基 化 敏感 的 限制 性 内 切 酶 来 检 
测 甲 基 化 状态 ， 结 果 发 现 内 源 CpG 位 点 的 甲 基 化 状态 有 两 种 : 即 要 么 完全 未 甲 基 化 ， 
要 么 完全 有 甲 基 化 (Bird 1978; Bird and Southern 1978) 。 早 期 模型 的 预测 从 而 得 以 证 实 
并 阐明 了 甲 基 化 标志 通过 半 保 留 复制 得 以 传递 的 机 理 。 

随后 的 几 年 中 ， 大 量 工作 集中 在 以 下 几 个 方面 : 内 源 DNA 甲 基 化 的 模式 及 其 通过 
生殖 细胞 的 可 能 传递 方式 ，DNA 甲 基 化 在 基因 表达 沉默 中 的 作用 ， 完 全 非 甲 基 化 位 点 
的 首次 甲 基 化 起 始 或 抑制 的 机 制 以 及 鉴定 那些 催化 再 次 甲 基 化 和 维持 甲 基 化 的 酶 。 虽 然 
在 准 椎 动物 中 发 现 的 大 部 分 DNA 甲 基 化 与 重复 序列 和 逆转 录 病 毒 相 关 ， 并 可 以 使 这 些 
序列 维持 在 永久 沉默 的 状态 ,但 在 许多 情况 下 ， 这 种 修饰 毫 无 疑问 为 基因 活性 的 表 观 遗 
传 学 传递 提供 了 基础 。 印 记 位 点 (Cattanach and Kirk 1985)， 如 和 鼠 或 人 类 Ig f2/H19 位 
点 ， 其 中 一 个 等 位 基因 DNA 被 甲 基 化 修饰 ， 从 而 控制 了 二 个 等 位 基因 的 表达 (Bell and 
Felsenfeld 2000; Hark et al，2000) ， 这 显然 不 是 表 观 遗传 学 信息 传递 的 唯一 机 制 ， 例 
如 ， 位 置 效应 变异 现象 很 时 以 前 就 在 果 蝇 当中 被 发 现 ， 然 而 果 蝇 的 DNA 甲 基 化 水 平 却 
JERK. Mia, ESR TRAN RH (Polycomb) 和 三 胸 〈Trithoraz) RH 
因 ， 发 现 它 们 引起 发 育 过 程 中 一 系列 基因 活性 状态 的 永久 “锁定 ”: 或 者 持久 关闭 或 者 
持久 开启 。 这 种 状态 在 细胞 分 裂 过 程 中 稳定 传递 ， 暗 示 一 种 表 观 遗传 机 制 存在 于 其 中 。 


3. 染色 质 作用 


人 们 早 就 认识 到 ， 在 真 核 生 物 的 细胞 核 中 结合 于 DNA 上 的 和 蛋白质， 尤其 是 组 便 
白 ， 可 能 参与 了 DNA 的 修饰 。 早 在 DNA 甲 基 化 研究 开展 之 前 ，Stedman 和 Stedman 
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(1950) 就 提出 ， 组 蛋白 是 基因 表达 的 广 谱 抑 制 因子 。 他 们 认为 ,因为 生物 体 的 所 有 体 
细胞 有 相同 数目 的 染色 体 ， 它 们 有 相同 的 遗传 学 因子 (虽然 多 年 后 才 被 证 实 )。 即 使 认 
识 到 组 蛋 日 修饰 的 奥妙 是 距 其 很 久 以 后 的 事情 ，Stedman 二 人 依然 提出 了 自己 的 假设 ， 
他 认为 在 一 个 生物 体 中 ， 各 种 不 同 的 细胞 具有 不 同 的 组 蛋白 ， 从 而 使 表 型 产生 明显 的 差 
异 。 组 蛋 日 的 确 可 以 减少 转录 水 平 使 之 远 远 低 于 原核 生物 失 活 基因 的 转录 水 平 。 随 后 的 
工作 研究 了 染色 质 作 为 转录 模板 的 功能 ， 并 检验 了 这 种 功能 是 否 以 细胞 特异 性 的 方式 受 
到 限制 。 在 1963 年 的 一 篇 论文 中 ，Bonner (Bonner et al. 1963) 从 吏 豆 类 植物 的 产 球 蛋 
日 组 织 中 提取 染色 质 ， 并 发 现在 体外 体系 中 ， 当 加 入 大 上 肠 杆菌 RNA 聚合 酶 ， 产 生 的 转 
录 物 得 到 翻译 ， 球 蛋白 可 被 检测 到 ， 并 且 该 结果 仅 特 异性 地 发 生 在 该 组 织 中 。 随 着 杂交 
方法 的 出 现 ， 这 种 体外 实验 转录 物 可 被 检测 (Paul and Gilmour 1968) 并 且 特 异地 来 自 
于 获得 该 染色 质 的 特定 的 组 织 。 其 他 结果 表明 ， 这 种 特异 性 显示 到 达 转 录 起 始 位 置 受到 
抑制 (Cedar and Felsenfeld 1973) 。 然 而 ， 曾 有 一 段 时 期 人 们 普遍 认为 组 蛋白 是 抑制 蛋 
日 ， 可 被 动 地 沉默 基因 的 表达 ， 以 这 种 观点 看 来 ， 激 活 基因 就 只 意味 着 去 除 组 蛋白 ;一 
旦 组 重 日 被 去 除 ， 转 录 就 会 像 在 原核 生物 中 那样 进行 。 不 过 ， 有 一 些 证 据 表 明 ， 真 核 细 
胞 中 不 存在 开放 DNA 的 伸展 区 域 (Clark and Felsenfeld 1971), ， 即 使 DNA 裸露 的 模型 
是 正确 的 ， 但 是 究 竞 哪些 区 域 覆 盖 的 组 蛋 日 应 该 首先 被 去 除 ， 这 个 结论 如 何 下 依然 是 个 
问题 。 

旱 在 1964 年 ，Allfrey 等 (1964) EWA EA CBA RES RAK. “TEER 
的 ”染色 质 无 须 组 和 绰 日 脱离 DNA。 随 后 的 十 年 ， 人 们 对 研究 组 蛋 日 修饰 与 基因 表达 之 
间 的 关系 表现 出 极 大 的 兴趣 ， 乙 酰 化 之 外 的 修饰 〈 甲 基 化 和 磷酸 化 ) 也 随 之 被 确认 ， 但 
它们 的 功能 意义 仍然 不 清楚 。Kornberg 和 Thomas (1974) 解析 了 基本 的 染色 质 单 
元 一 一 核 小 体 的 结构 之 后 ， 解 决 这 个 问题 就 容易 了 很 多 。 核 小 体 的 晶体 结构 测定 的 分 辩 
率 ， 首 先是 7A， 然 后 是 2. 8A， 结 果 不 仅 提供 了 重要 的 结构 信息 ， 更 显示 出 组 蛋白 N 
端 尾巴 部 分 伸 出 DNA -蛋白质 的 八 聚 体 核心 ， 使 之 更 容易 被 修饰 (Richmond et al. 
1984; Luger et al. 1997). M 20 世纪 80 年 代 开 始 的 若干 年 内 ，Grunstein 及 合作 者 们 
(Wallis et al. 1980; Durrin et al. 1991) 应 用 酵母 进行 遗传 分 析 ， 结 果 表 明 组 重 白 N 端 
尾巴 ， 对 于 基因 表达 调控 以 及 沉默 染色 质 域 的 形成 是 必需 的 。 

而 对 其 详细 的 机 制 研究 始 于 Allis (Brownell et al. 1996) 的 研究 证 据 ， 即 四 膜 昌 的 
组 蛋白 乙酰 转移 酶 与 酵母 转录 调控 蛋白 Gen 同 源 ， 这 提供 了 直接 的 证 据 把 组 蛋白 乙酰 
化 与 基因 表达 调控 联系 到 一 起 。 自 那 时 以 来 ， 组 蛋白 修饰 的 研究 变 得 炙手可热 ， 同 时 人 
们 对 已 知 修饰 的 作用 机 理 也 开始 进行 重新 评估 。 

但 是 ， 这 些 修饰 位 点 在 体内 如 何 被 选择 仍然 有 竺 回答 。 例 如 ，Gal4-VP16 已 被 证 明 
能 够 以 ATP 依赖 的 方式 从 重组 的 染色 质 模 板 激 活 转录 ， 激 活 伴随 核 小 体重 新 定位 ， 这 
被 认为 是 使 启动 子 易于 接近 的 关键 事件 (Pazin et al. 1994) 。 更 深入 细致 地 了 解 这 些 发 
现 的 意义 就 需要 鉴定 ATP 依赖 性 核 小 体重 塑 复合 物 如 SWI/SNF 和 NURF (Peterson 
and herskowitz 1992; Tsukiyama and Wu 1995) 以 及 认识 到 组 重 白 修 饰 和 核 小 体重 塑 
复合 体 二 者 都 是 染色 质 模板 转录 所 必需 的 。 

基因 活性 状态 的 信息 如 何 通过 这 种 机 制 在 细胞 分 裂 中 传递 仍然 不 清楚 ;因此 其 在 表 
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观 遗 传 学 信息 传递 中 的 作用 也 不 清楚 。 随 后 的 重大 进步 是 认识 到 组 蛋白 以 其 修饰 所 特有 
的 专 一 性 方式 在 其 周围 募集 那些 可 以 影响 染色 质 的 局 部 结构 和 功能 状态 的 蛋白 质 。 例 
WM, HEA H3K9 甲 基 化 导致 异 染色 质 蛋 白 HP1 在 其 周围 富 集 (Bannister et al. 2001; 
Lachner et al. 2001; Nakayama et al. 2001), HP1 进而 可 以 募集 甲 基 化 酶 (Suv39 h1), 
从 而 使 这 个 区 域 逐 步 甲 基 化 从 而 沉默 (图 2-1a)。 这 同时 也 为 该 状态 如 何 通过 复制 周期 
被 传递 并 且 继续 存在 提供 了 一 个 合理 的 解释 〈 图 2-1b)。 基 因 活 跃 状态 也 存在 类 似 的 延 
促 机 制 ， 其 中 涉及 组 蛋白 H3K4 甲 基 化 和 Trithorax 蛋白 的 参与 (Wysocka et al. 
2005 ) 。 





图 2-1 DNA 复制 期 间 维持 DNA 甲 基 化 和 组 蛋白 修饰 模式 的 机 制 

(a) DNA 复制 期 间 维持 DNA 甲 基 化 模式 的 机 制 。 复 制 期 间 ， 一 条 DNA 链 的 CpG 或 者 CpXpG 残 基 上 存在 特异 
的 甲 基 化 模式 ， 开 始 配对 合成 另 一 条 新 的 未 甲 基 化 的 DNA 链 。 每 条 DNA BEN CpG 会 有 相应 的 CpG 在 另 一 
条 链 上 存在 。 此 时 DNA 甲 基 转 移 酶 会 识别 半 甲 基 化 的 位 点 并 甲 基 化 新 链 上 的 胞 喀 啶 ， 以 维持 甲 基 化 的 模式 不 
被 破坏 。(b) 复制 期 间 维持 组 蛋白 修饰 的 基本 机 制 。 修 饰 的 组 蛋白 尾部 m) 与 含有 特异 的 修饰 结合 位 点 的 蛋 
白 结 合子 (pb) 结合 ;反之 pb 也 含有 与 特异 的 进行 组 蛋白 修饰 的 酶 〈e) 的 结合 位 点 。 酶 Ce) 进而 能 修饰 相 邻 
的 核 小 体 。 复 制 期 间 新 插 人 的 组 蛋白 与 亲本 组 蛋白 是 散在 分 布 的 因此 获得 了 亲本 的 修饰 。 在 细胞 周期 的 任何 阶 
眉 相 似 的 机 制 使 得 组 蛋白 修饰 从 一 个 修饰 的 区 域 向 未 修饰 的 区 城 延 伸 。 


延伸 机 制 也 可 以 依赖 于 组 蛋白 变 体 ， 而 不 仪 仪 是 被 修饰 的 组 蛋白 (Ahmad and 
Henikoff 2002; McKittrick et al，2004) 。 组 蛋白 H3 只 有 通过 DNA 复制 才能 结合 到 染 
色 质 中 。 其 变 体 H3. 3 与 H3 有 四 个 氨基 酸 不 同 ， 是 以 非 依 赖 复制 的 方式 结合 到 核 小 体 
中 ， 而 且 它 往往 会 聚积 到 富 含 “ 活 跃 的 ”组 蛋白 修饰 的 激活 染色 质 区 域 (McKittrick et 
al. 2004), H3.3 的 存在 足以 保持 活化 状态 ， 虽 然 在 复制 之 后 它 被 稀释 到 一 半 ， 但 仍 足 
以 继续 保持 活性 状态 ， 随 后 的 转录 导致 H3. 3 核 小 体 替换 原 有 的 H3 核 小 体 而 得 以 补 
充 ， 因 此 该 活化 状态 在 子 代 中 得 到 永久 保持 。 
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这 些 模 型 最 终 导致 了 组 蛋白 修饰 、 组 蛋白 变 体 以 及 特定 基因 的 活化 与 表 观 遗传 学 之 
间 的 联系 的 组 建 ， 这 无 疑 还 有 大 量 的 工作 去 做 。 这 些 机 制 提供 给 我 们 一 些 关于 异 染 色 质 
状态 如 何 保持 的 观点 ， 可 是 它们 却 不 能 解释 沉默 染色 质 结构 首次 是 如 何 建立 的 。 直 到 近 
来 ， 人 们 才 清 楚 RNA 转录 产物 ， 尤 其 是 来 自重 复 序 列 的 转录 产物 ， 在 诸如 Dicer, Ar- 
gonaute 和 RNA 依赖 的 RNA 聚合 酶 的 加 工 下 得 到 小 分 子 RNA， 这 些 RNA 随后 被 招 
募 到 与 其 互补 的 同 源 DNA 位 点 作为 包含 有 Polycomb 类 和 蛋白 的 复合 体 的 一 部 分 ， 启 动 
异 染 色 质 的 形成 。 有 证 据 显 示 ， 一 些 异 染色 质 区 域 的 维持 需要 同样 的 机 制 。 从 某 种 意义 
上 来 看 ， 这 些 稳定 循环 反应 机 制 其 实 可 以 看 做 是 50 年 前 Delbrück 模型 的 翻版 ， 即 稳定 
的 生物 化 学 循环 维持 着 有 机 体 的 状态 。 

我 们 现在 知道 ， 不 计 其 数 的 表 观 遗传 学 机 制 在 有 机 体 中 作用 的 例子 。 除 许多 位 点 的 
基因 印记 以 及 上 面 提 到 的 等 位 基因 特异 性 失 活 和 X 染色体 随机 失 活 之 外 ， 位 于 同一 染 
色 体 上 的 免疫 球 和 蛋白 基因 的 重 排 被 选择 性 地 抑制 以 及 在 嗅觉 神经 元 中 单一 气 昧 受 体 基因 
表达 也 属于 表 观 遗传 现象 (Chess et al. 1994; Shykind et al. 2004), ÆR, Poly- 
comb 类 基因 主要 负责 建立 沉默 染色 质 结构 域 ， 并 在 随后 所 有 的 细胞 分 裂 中 加 以 维持 。 
植物 的 副 突 变 也 是 因为 表 观 遗传 的 改变 ， 一 个 等 位 基因 可 以 引起 同 源 的 等 位 基因 的 表达 
发 生 可 继承 的 变化 (Stam et al. 2002) ， 这 是 一 个 既 可 以 减 数 分 裂 又 可 以 有 丝 分 裂 继承 
的 表 观 遗传 状态 的 例子 ， 在 植物 中 广泛 存在 而 在 动物 中 极 少 存在 (Jorgensen 1993) 。 上 
述 机 制 的 很 多 证 据 来 自 于 对 酿酒 酵母 (Schizosaccharomyces pombe) 中 接合 型 基因 座 沉 
默 和 着 丝 粒 序列 沉默 的 研究 工作 (Hall et al. 2002) 。 复 杂 的 着 丝 粒 〈 如 果 蝇 和 人 )， 其 
凝聚 染色 质 结构 特性 已 被 证 明 可 通过 着 丝 粒 相关 和 蛋白 而 不 是 DNA 序列 进行 转移 。 在 所 
有 这 些 情况 下 ，DNA 序列 保持 完整 ， 但 是 它 的 表达 能 力 被 抑制 ， 这 很 可 能 是 由 DNA 
甲 基 化 、 组 蛋白 修饰 ,或 两 者 共同 介 导 的 ， 而 且 在 一 些 情况 下 被 证 实 的 确 如 此 。 最 后 ， 
上 述 关 于 草 履 虫 的 表现 遗传 “模式 ”可 以 扩展 到 上 肝 粒 ， 这 种 蛋白 可 以 使 其 交替 折 生 的 状 
态 得 到 维持 并 传递 给 子 代 细 胞 。 

尽管 我 们 这 里 所 讲 是 一 个 个 顺序 发 生 的 故事 ， 但 确切 地 说 它们 其 实 是 一 连 串 试图 去 
定义 并 解释 表 观 遗传 学 现象 的 事件 ， 它 们 平行 发 生 而 且 有 所 重 伦 。 表 观 遗 传 学 的 定义 已 
经 改变 ， 但 是 早期 科学 家 们 有 关 发 育 机 制 的 问题 依然 存在 ， 当 代表 观 遗 传 学 的 核心 仍然 
是 这 些 重大 问题 。 自 Muller 描述 位 置 效 应 花 斑 ， 已 经 过 去 了 70 年 ， 循 着 表 型 的 观察 ， 
经 过 细致 的 遗传 学 研究 ， 再 到 近来 在 分 子 水 平 上 的 解析 ， 这 是 一 个 可 喜 的 进步 。 随 着 理 
解 的 深入 ， 表 观 遗 传 学 的 机 制 可 以 应 用 到 相当 一 部 分 表 型 复杂 的 有 机 体 ， 而 事实 却 是 ， 
我 们 往往 被 第 一 眼看 起 来 就 很 有 趣 的 现象 所 迷惑 而 将 主要 问题 边缘 化 ， 从 而 导致 研究 重 
心 的 偏离 ， 然 而 我 们 花 了 很 长 时 间 才 认识 到 这 个 问题 。 


RIO 译 
王 大 亮 校 
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第 3 章 ”概述 与 概念 


1. 遗传 学 与 表 观 遗 传 学 


DNA 双 螺 旋 结 构 的 破译 是 生命 科学 领域 的 一 个 里 程 碑 式 的 发 现 。DNA 是 储存 遗传 
言 息 的 主要 大 分 子 ， 生 物体 通过 生殖 细胞 将 储存 的 遗传 信息 传递 给 下 一 代 〈Avery et 
al，1944) 。 由 于 这 些 和 其 他 的 一 些 发 现 ， 现 代 生 物 学 的 “中 心 法 则 ”出 现 了 。 这 个 法 
则 涵盖 了 生命 必需 的 遗传 信息 模板 的 维持 和 翻译 过 程 ， 主 要 包括 : DNA 以 半 保 留 复 
制 的 方式 进行 自我 传代 ; 加 以 遗传 密码 (DNA) 为 模板 进行 5' 端 到 3' 端 的 单 向 转录 ， 
产生 中 间 体 信使 RNA (mRNA); OK mRNA 翻译 成 从 氨基 端 到 羧基 端的 线性 多 肽 ， 
这 是 和 DNA 5 端 到 3 端的 顺序 相 吻 合 的 。 简 化 一 下 就 是 ，DNA 一 一 RNA 一 ~ 和 蛋白质。 
按照 中 心 法 则 ，RNA 可 以 通过 道 转录 然后 整合 到 已 经 存在 的 DNA 中 〈 如 通过 逆转 录 
ie eA) 完成 与 DNA 的 反馈 过 程 。 然 而 ， 中 心 法 则 否认 从 蛋白 质 到 DNA 的 
反馈 过 程 。 但 有 些 稀有 的 蛋白 质 ， 例 如 众所周知 的 肝 粒 ， 可 以 在 没有 DNA 或 RNA 模 
板 的 情况 下 被 继承 ， 这 看 起 来 似乎 有 悖 于 中 心 法 则 。 显 然 ， 这 些 特殊 的 自我 聚集 的 蛋白 
质 具 有 一 些 和 DNA 类似 的 性 质 ， 包 括 复 制 和 信息 储存 的 机 制 (Cohen and Prusiner 
1998; Shorter and Lindquist 2005)。 另 外 ， 越 来 越 多 的 证 据 表 明 我 们 基因 组 的 相当 大 
一 部 分 是 被 转录 成 了 “ 非 编 码 ”RNA。 这 些 非 编码 RNA〈 即 除了 tRNA, rRNA, 
snoRNA 以 外 的 不 编码 蛋白 质 的 RNA) 的 功能 正成 为 研究 的 热点 ， 且 仅 在 数量 有 限 的 
研究 中 开始 变 清晰 起 来 。 

表 观 遗传 学 是 在 研究 与 经 典 孟 德尔 定律 不 相符 的 许多 遗传 现象 过 程 中 逐步 发 展 起 来 
的 〈 见 第 1、2 章 的 历史 综述 )。 经 典 的 孟 德尔 定律 认为 表 型 特征 遗传 “如 吏 豆 颜色 、 手 
指数 或 者 血红 蛋白 不 足 ) 是 由 于 DNA 序列 突变 导致 的 等 位 基因 的 差别 而 造成 的 。 总 体 
而 言 ， 突 变 是 定义 表 型 特点 的 基础 ， 而 表 型 特点 又 有 助 于 界定 物种 之 间 的 界线 。 按 照 达 
尔 文 进化 理论 ， 自 然 选择 压力 造就 了 这 些 界线 。 这 些 理论 将 突变 放 在 了 经 典 遗 传 学 的 核 
心 位 置 。 相 反 ， 举 例 而 言 ， 非 孟 德 尔 定律 的 继承 性 GUERRA. RRS 
颜色 、X 染色 体 的 随机 失 活 、 植 物 的 副 突变 ) (图 3-1) 可 以 表现 为 在 同样 的 细胞 核 环境 
中 两 个 等 位 基因 中 却 只 有 一 个 得 到 表达 。 重 要 的 是 ，DNA 序列 在 这 些 情况 中 并 没有 发 
生 改 变 。 这 与 我 们 通常 提 到 的 另 一 种 非 孟 德尔 遗传 模式 是 不 同 的 ， 后 者 是 由 于 母体 线 粒 
体 遗 传 所 致 (Birky 2001). 

表 观 遗传 学 研究 的 一 个 重要 问题 是 同一 个 细胞 核 内 等 位 基因 的 选择 性 调控 。 是 什么 
机 制 区 分 两 个 完全 相同 的 等 位 基因 ? 这 种 区 分 机 制 又 是 如 何 建立 并 在 连续 的 细胞 传代 中 
维持 下 去 的 ? 是 什么 原因 造成 来 自 同 一 受精 卵 〈 辐 孵 双 生 ， 遗 传 背景 完全 相同 ) 的 双 胞 
胎 并 不 完全 相同 ? 表 观 遗传 学 被 认为 是 导致 外 表 特 征 不 同 的 原因 之 一 。 环 境 、 饮 食 和 其 
他 潜在 的 外 部 因素 都 可 能 通过 表 观 遗传 影响 基因 组 表达 (Klar 2004; 见 第 23、24 章 )。 
确定 什么 成 分 在 分 子 水 平 被 影响 ， 这 些 成 分 的 改变 又 是 如 何 影响 人 类 生物 学 和 人 类 疾病 
的 ， 将 会 是 未 来 研究 的 重大 挑战 。 

这 个 领域 的 另 一 个 关键 问题 是 ， 表 观 遗 传 信息 对 正常 发 育 的 贡献 有 多 重要 ? 这些 正 
常 的 信号 通路 是 如 何 发 生 紊乱 而 导致 发 育 异 常 和 肿瘤 发 生 〈 即 癌症 ) 的 ? 上 面 提 到 ， 同 
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图 3-1 表 观 遗传 表 型 的 生物 学 示例 
大 量 生 物 和 细胞 中 的 表 观 遗传 类 表 型 的 差异 都 是 由 非 遗 传 差异 造成 的 。 双 胞 胎 : 微小 的 差异 
主要 是 表 观 遗传 导致 的 ，(@Randy Harris, New York); 巴 氏 小 体 ， 因 表 观 遗传 因素 导致 哺乳 
动物 肉 性 细胞 中 一 条 六 染 色 体 失 活 ， 该 失 活 染色 体 在 细胞 中 以 致密 的 蜡染 色 质 形式 存在 ; 多 
线 染色 体 ， 果 蝇 唾 腺 中 的 巨大 染色 体 ， 是 研究 表 观 遗传 标记 与 基因 表达 相关 性 的 理想 材料 
( 引 自 Schotta et al. 2003 [©Springer]); 酵母 接合 型 ， 酵 母性 行为 决定 于 活性 的 接合 位 点 ， 
”此 时 细胞 中 其 他 接合 基因 的 拷贝 将 沉默 ， 这 种 基因 沉默 是 表 观 遗传 调控 的 ; 〈@Alan Wheals, 
University of Bath) ， 血 涂 片 ， 异 源 细 胞 虽 具 有 相同 表 型 ， 但 是 其 不 同 的 功能 是 由 表 观 遗传 决 
定 的 ; (经 允许 引 自 Christian Sillaber); 肿瘤 组 织 : 组 织 中 的 亚 稳 态 的 细胞 〈 图 左 ) 表 观 遗传 
标记 的 表达 量 上 升 ; (经 允许 引 自 Seligson et al. 2005 [@Macmillan]);， 植物 突变 体 ， 拟 南开 
的 花形 态 呈 现 表 观 遗 传 相 关 的 表 型 ， 两 植物 的 基因 组 相同 ， 表 观 遗 传 调控 导致 突变 ; 经 允许 
引 自 Jackson et al. 2002 [(©Macmillan]); 克隆 猫 : 基因 组 完全 相同 ， 但 是 毛皮 颜色 的 表 型 不 
同 (经 允许 引 自 Shin et al. 2002 [©Macmillan ]) 。 


卵 双 生 的 双胞胎 有 着 一 样 的 DNA 序列， 他 们 表 型 的 相同 性 也 常常 被 用 来 强调 遗传 学 的 
决定 力量 。 然 而 ， 双 胞 胎 的 外 部 表 型 仍然 存在 差 腊 。 这 很 有 可 能 是 由 个 体 生 活 中 累积 的 
表 观 遗传 修饰 所 造成 (Fraga et al. 2005) 。 因 此 ， 我 们 对 表 观 遗传 学 在 决定 细胞 命运 ， 
个 体 特 征 和 表 型 中 的 重要 性 的 理解 还 远 远 不 够 。 就 组 织 再 生 和 衰老 而 言 ， 这 些 过 程 到 底 
是 由 细胞 遗传 程序 决定 的 还 是 由 表 观 遗传 修饰 决定 的 还 并 不 清楚 。 全 球 性 的 表 观 遗传 学 
研究 热潮 充分 表明 这 是 后 基因 组 时 代 的 一 个 关键 的 新 前 党 。 | 

有 人 说 过 “人 绝 不 仅仅 是 基因 的 简单 累加 ” (Klar 1998)， 还 有 人 说 “你 可 以 继承 
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图 3-2 表 观 遗传 学 研究 中 用 到 的 模式 生物 
酿酒 酵母 ， 接 合 型 转变 用 于 研究 表 观 遗传 的 染色 体 调控 ; BR. ERA DUR 
可 以 表现 在 菌落 的 聚集 上 ; HAE: 表 观 遗传 的 基因 组 防御 系统 包括 重复 序列 诱导 
的 点 突变 ， 平 抑 作 用 ， 以 及 减 数 分 裂 中 对 于 不 配对 DNA 的 沉默 ， 这 反映 出 RNA F 
扰 途 径 、DNA 和 组 蛋白 甲 基 化 之 间 的 相互 联系 ; 四 膜 虫 : 体 细胞 核 生 殖 系 细 胞 核 中 
染色 体 可 由 表 观 遗传 学 调控 的 机 制 区 分 ; GST: 用 于 研究 DNA、 组 蛋白 和 RNA 
介 时 的 阻 遇 机 制 引起 的 抑制 作用 的 模型 ;玉米 : 用 于 研究 印记 、 副 突变 和 转 座 子 引 
起 的 基因 沉默 的 模型 ， 线 虫 : 生殖 细胞 系 中 表 观 遗传 调控 ; 果 蝇 ， 由 白眼 基因 区 块 
化 表达 或 沉默 显现 出 位 置 效 应 花 斑 ; 哺乳 动物 : 染色 体 失 活 。 


闻名 的 特殊 现象 ， 就 是 它们 的 有 性 生殖 周期 中 会 有 小 的 非 编 码 RNA 和 组 和 蛋白 修饰 引起 
的 程序 化 DNA BIRR 〈 见 第 7 章 )。 

FES AE, MOC RES GRE, RD 或 植物 〈 拟 南 芥 ) 到 “高 等 一 些 ” 的 
生物 ， 再 到 一 些 “ 更 高 等 ”的 着 椎 动物 (哺乳 类 )， 基 因 组 大 小 和 生物 体 复杂 度 一 般 来 
说 都 在 增加 。 然 而 植物 却 成 了 表 观 遗传 领域 的 楷模 ， 提 供 了 尤其 多 的 表 观 遗传 发 现 的 资 
E (第 9 章 ) . 由 转 座 元 件 、 副 突变 (McClintock 1951) 到 首次 报道 的 转录 沉默 有 关 的 
非 编码 RNA (Ratcliff et al. 1997). 从 植物 的 研究 中 还 得 到 了 DNA Pe, HERE 
饰 以 及 RNA 干扰 系统 之 间 的 重要 联系 。 人 们 发 现 了 植物 表 观 等 位 基因 ， 它 们 有 着 滑 移 
的 名 字 如 “超人 ”(SUPERMAN) KRYPTONITE (Jackson et al. 2002) 和 一 些 春 化 
基因 (Bastow et al. 2004; Sung and Amasino 2004) ， 这 进一步 加 深 了 人 们 对 表 观 遗传 
学 和 细胞 记忆 在 发 育 上 的 作用 的 理解 和 见地 。 植 物 茎 尖 细 胞 也 使 得 人 们 有 机 会 研究 一 些 


第 3 章 概述 与 概念 


如 体 细胞 重生 以 及 于 细胞 可 塑性 之 类 的 重要 问题 ( 见 第 9、11 章 ) 。 

对 于 理解 动物 的 发 育 ， 果 蝇 是 一 个 很 早 就 有 并 且 一 直 被 利用 的 遗传 “生产 线 ?。 在 
Muller (1930) 先驱 工作 的 基础 上 ， 人 们 获得 了 许多 发 育 突变 体 ， 包 括 以 下 要 讨论 的 同 
源 异型 的 转化 以 及 位 置 效 应 花王 (PEV) 的 突变 体 ( 见 第 5 BE). 同 源 异 型 转化 突变 体 使 
人 们 认为 可 能 有 建立 和 维持 细胞 身份 /记忆 的 调控 机 制 ， 后面 发 现 这 是 由 Polycomb 和 
Trithorax 系 调控 的 〈 见 第 11、12 章 )。 对 于 PEV， 基 因 活 性 是 由 周围 的 染色 质 结构 控 
制 的 ， 而 不 是 一 级 DNA 序列 。 这 个 系统 是 研究 表 观 遗传 调控 因子 的 一 个 重要 资源 库 
( 见 第 5 章 )。 人 们 认为 有 超过 100 个 花 斑 抑制 LSu CVa] 基因 编码 异 染 色 质 的 组 分 。 
没有 这 些 里 程 碑 性 的 研究 基础 ， 也 就 不 可 能 发 现 第 一 个 组 蛋白 赖 氨 酸 的 甲 基 转 移 酶 
(HKMT) (Rea et al. 2000) 和 后 来 在 组 蛋白 赖 氨 酸 甲 基 化 研究 中 得 到 的 进步 。 按 照 生 
物 学 中 常 有 的 做 法 ， 人 们 也 相应 地 第 查 了 酿酒 酵母 和 植物 ， 并 发 现 了 与 采 蝇 Su Car) 
功能 保守 的 沉默 突变 体 。 

在 线虫 中 用 RNA 干扰 文库 的 反 向 遗传 学 使 我 们 进一步 理解 了 后 生动 物 发 育 中 的 表 
观 遗 传 调控 。 其 中 ， 有 细 化 了 的 缺失 细胞 所 有 发 育 途 径 的 追踪 细胞 命运 的 综合 研究 ， 这 
突出 了 Polycomb 和 Trithorax 系统 很 可 能 伴随 着 多 细胞 化 的 出 现 而 产生 〈 见 本 章 第 12、 
13 节 ) 。 这 些 表 观 遗传 调控 机 制 对 生殖 细胞 中 的 基因 调控 尤其 有 着 至 关 重 要 的 作用 《〈 见 
第 15 章 )。 

尽管 一 些 表 观 遗传 学 研究 是 在 人 类 细胞 系 和 原 代 细胞 培养 物 中 开展 的 ， 但 表 观 遗传 
FENG SLAG LE PERKS BCE) PRR. SEE “RR” A “RRA” SRR 
来 到 为 关键 表 观 遗传 调控 子 的 功能 性 分 析 提 供 了 工具 。 例 如 ，Dnmtl DNA 甲 基 转 移 酶 
突变 小 鼠 为 哺乳 类 DNA 甲 基 化 的 作用 提供 了 功能 上 的 参考 (Li et al. 1992). AV) ER 
是 胚胎 期 致死 的 ， 并 且 显 示 了 受 损 的 印记 形式 〈 见 第 18 章 )。 破 坏 DNA 甲 基 化 也 显示 
可 以 导致 基因 组 不 稳定 以 及 转 座 子 活性 的 重新 活化 ， 尤 其 是 在 生殖 细胞 中 《Walsh et 
al, 1998; Bourc and Bestor 2004) 。 大 约 有 100 个 已 确定 的 染色 质 调控 因子 〈 如 组 蛋 日 
和 DNA 修饰 酶 类 ， 核 小 体重 塑 复合 体 以 及 RNA 干扰 系统 的 组 成 成 分 ) BEEZ) BR R 
除 ， 产 生 的 突变 体 表 型 影响 到 细胞 增殖 、 属 系 化 、 干 细胞 可 塑性 、 基 因 组 稳定 性 、 
DNA 修复 以 及 染色 体 分 离 进 程 ， 这 些 在 体 细 胞 和 生殖 细胞 系 中 都 有 出 现 。 因 此 大 多 数 
突变 体 也 在 疾病 发 展 和 瘤 症 中 涉及 也 并 不 奇怪 了 。 所 以 ， 许 多 表 观 遗传 调控 中 关键 性 进 
展 ， 至 少 利 用 了 以 上 提 到 的 许多 模式 生物 的 独特 生物 学 特征 。 没 有 以 上 模式 生物 的 这 些 
生物 学 进展 和 功能 性 分 析 (遗传 学 和 生物 化 学 的 )， 也 就 不 可 能 有 今天 表 观 遗传 调控 研 
究 获 得 的 许多 进展 。 


3. 表 观 遗传 学 的 界定 


以 上 讨论 引出 了 这 样 一 个 问题 : 是 什么 共同 的 线索 将 多 样 的 真 核 生物 从 表 观 遗传 调 
控 的 角度 联系 到 一 起 的 呢 ? 事实 上 ， 不 同 的 表 观 遗传 现象 大 部 分 是 通过 真 核 生物 中 的 
DNA 不 是 “裸露 的 ”这 一 事实 联系 在 一 起 的 。DNA 与 特异 的 蛋白 质 一 起 构成 了 染色 
质 。 染 色 质 的 最 简单 形式 一 一 组 蛋白 与 缠绕 的 DNA 组 成 的 核 小 体 单 位 《Kornberg 


表 观 遗传 学 


1974)， 起 初 被 认为 是 一 种 包装 和 组 织 DNA 的 被 动 包装 分 子 。 后 来 发 现 了 染色 质 的 不 
同形 式 ， 这 是 通过 共 价 和 非 共 价 机 制 相 结 合 而 产生 的 ， 这 些 机 制 很 快 地 被 揭示 了 ( 见 第 
6 章 )。 这 包括 许多 翻译 后 的 组 蛋白 修饰 ， 移 动 或 改变 核 小 体 结构 的 能 量 依赖 的 染色 质 
重 塑 步 忠 ， 新 的 组 绰 白 变 体 动态 进出 核 小 体 以 及 小 的 非 编 码 RNA 的 靶 向 作用 。 在 许多 
”高 等 的 真 核 生物 中 ，DNA 自身 也 可 以 被 共 价 修饰 ， 一 般 通过 胞 喀 啶 的 甲 基 化 来 实现 ， 
一 般 为 CpG， 但 并 不 总 是 如 此 。 总 的 来 说 ， 这 些 机 制 提供 了 一 套 相 互 作用 的 途径 ， 它 
们 都 引起 了 染色 质 多 聚 体 的 变化 〈 图 3-3) 。 
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图 3-3 ”遗传 学 与 表 观 遗传 学 
遗传 学 ，DNA 模板 〈 绿 色 螺 旋 ) 的 突变 (BS) 能 够 通过 体 细胞 和 种 系 遗 传 。 表 观 遗 传 学 ;染色 
质 绪 构 的 变化 通过 以 下 方式 调节 基因 组 的 功能 : OM BAB (mod); @@ 染 色 质 重 塑 (remode- 
ler); 名 组 蛋白 组 分 改变 《黄色 标示 核 小 体 ); ODNA 甲 基 化 (Me); 回 非 编码 RNA, WEARER 
这 些 标 记 在 细胞 分 裂 过 程 中 能 够 被 继承 并 共同 作用 决定 细胞 表 型 。 


这 些 修饰 及 染色 质变 化 有 许多 是 可 逆 的 。 因 此 它们 不 太 可 能 通过 生殖 细胞 被 继承 。 
由 于 它们 可 以 应 对 内 外 刺激 使 染色 质 模板 产生 变化 ， 过 渡 性 的 表 观 遗传 标记 物 似乎 很 有 
吸引 力 (Jaenisch and Bird 2003) ， 因 为 它们 可 以 调节 转录 机 器 的 进入 和 /转录 延伸 ， 这 
JE LPR OLAS “TRG” DNA 模板 所 必需 的 条 件 (Sims et al. 2004; 见 第 10 章 )。 一 些 组 
蛋白 修饰 (如 赖 氨 酸 甲 基 化 )、DNA 甲 基 化 区 域 和 改变 了 的 核 小 体 结构 却 可 以 在 几 代 细 
胞 分 裂 中 都 保持 稳定 。 这 些 修 饰 建立 了 “ 表 观 遗传 状态 ”或 者 细胞 记忆 的 方式 ， 但 我 们 
对 这 些 仍然 了 解 得 太 少 。 从 这 一 点 来 说 ， 染 色 质 “标志 ”可 以 被 看 做 是 一 个 高 度 组 织 有 
序 的 信息 存储 系统 ， 能 够 索引 到 基因 组 的 不 同 区 域 而 且 还 可 以 应 答 环境 信号 并 控制 基因 
的 表达 程序 。 

染色 质 模板 存在 的 重要 意义 在 于 它 提 供 了 解读 DNA 信息 的 多 个 维度 和 层面 ， 并 且 
能 够 加 强 遗传 信息 。 考 虑 到 真 核 生物 基因 组 的 庞大 和 复杂 程度 ， 特 别 是 对 于 多 细胞 生物 
体 ， 这 可 能 是 一 个 必要 条 件 (第 11 节 有 更 详细 的 论述 ) 。 在 这 样 的 生命 体 中 ， 单 个 受精 
卵 在 发 育 过 程 中 不 断 地 发 展 ， 从 一 个 受 表 观 遗 传 调控 的 单 基因 组 发 展 成 存在 于 200 多 种 
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al. 1964)， 很 多 类 型 的 共 价 修饰 已 经 被 鉴定 和 描述 出 来 。 其 中 包括 组 蛋白 的 磷酸 化 、 
ZR. sumo 化 (sumoylation), ADP 核糖 基 化 (ADP-ribosylation), 4A PHA. I 
ARAJE (proline isomerization) ， 以 及 其 他 可 能 的 将 要 被 描述 的 修饰 (Vaquero et 
al. 2003) 。 这 些 修饰 发 生 在 特异 的 位 点 和 残 基 上 ， 其 中 一 些 在 图 3-6 和 附录 B 中 列 出 。 
特定 的 酶 和 酶 的 复合 物 〈 其 中 一 些 在 接 下 来 的 综述 和 单个 章节 中 被 重点 描述 ) 催化 这 些 
共 价 标记 。 这 些 列表 将 在 接 下 来 的 几 年 中 继续 增加 ， 因 此 我 们 只 描述 那些 能 勾画 出 我 们 
从 为 重要 的 一 般 概念 和 原则 的 标记 和 酶 。 


has (me 
六 磷酸 化 ht 
u Mi STGGKAP QLATK SAPATGGVI ‘KPH HRA H3 | 135 aa 


and 
| > 
乙酰 化 


p fi bb ° 
甲 基 化 ie KGGKGLGKGGAKRHRKVLRDNIQGITKPAIRRLAR 102 aa 
(FAR) 


一 
T 
2) 


E Ub) 


-会 


甲 基 


Ce BAA QGGKARAKAKSRSSRAGLQFPVGRVHRLLRKGNY 组 蛋白 H2A 129 aa 
119 


甲 基 化 
(BER MIR ARR) 


$ P pe (Up 
@ 泛 素 化 PEPA (SAPAPKKGŚKKAVTKAQKKDSKKRKRSRKESYSV HEAH2B | 125 aa 
120 


图 3-6 组 蛋白 尾巴 的 修饰 位 点 
组 蛋白 的 N 端 尾 巴 是 核 小 体 堆栈 的 四 分 之 一 ， 它 们 圳 括 了 已 知 共 价 修饰 位 点 的 大 部 分 。 修 饰 也 发 生 在 球状 结构 
域 〈 和 矩形 图 示 )， 其 中 一 部 分 见 图 标注 。 一 般 来 讲 ， 活 化 标签 包括 乙酰 化 〈 青 色 Ac 三 角 )， 精 氨 酸 甲 基 化 〈 黄 
fi, Me KA) 以 及 一 些 赖 氨 酸 甲 基 化 ， 如 H3K4 和 H3K36 (绿色 Me 六 角 )。 球 状 区 域 的 H3K79 具有 抑制 沉默 
的 功能 。 抑 制 标签 包括 H3K9、H3K27 和 H4K20 (红色 Me ASA). RE: 活化 标签 ， 红 色 : 抑制 标签 。 


在 某 些 染色 质 区 域 ， 核 小 体 可 能 包含 代替 核心 组 蛋白 的 组 蛋 日 变 体 ， 现 行 研 究 表明 
这 种 组 成 的 差异 有 助 于 染色 体 的 标记 区 域 具有 特定 功能 。 


5. 染色 质 的 高 级 结构 


DNA 和 核 小 体 的 聚合 体 一 一 染色 质 ， 是 一 种 包含 多 种 结构 的 动态 分 子 。 染 色 质 包 
括 常 染色 质 和 异 染 色 质 ， 细 胞 学 家 在 用 DNA 染料 进行 染色 时 ， 观 察 到 两 种 不 同 的 染色 
模式 ， 据 此 将 染色 质 分 为 常 染色 质 和 异 染 色 质 两 种 类 型 。 常 染色 质 是 松散 的 染色 质 ， 它 
既 可 以 是 转录 活跃 状态 ， 也 可 以 是 转录 非 活 路 状态。 异 染色 质 通常 被 认为 是 高 度 致密 和 
沉默 的 染色 质 ， 它 有 两 种 形式 ; 组 成 型 异 染色 质 ， 它 是 永久 沉默 的 染色 质 ， 基 因 在 生物 
体 的 所 有 细胞 类 型 中 都 几乎 不 表达 ; 兼 性 异 染 色 质 ， 在 某 些 细胞 的 特殊 细胞 周期 或 发 育 
阶段 其 基因 表达 会 被 抑制 。 大 量 的 染色 质 状态 和 大 量 的 文献 暗示 了 染色 质 是 一 种 高 度 动 
态 的 大 分 子 结构 ， 当 它 接收 到 上 游 相关 的 生理 信号 时 会 倾向 于 重 塑 或 重建 。 直 到 最 近 ， 
关于 支配 重 塑 过 程 的 分 子 机 制 才 有 了 较 大 的 进展 。 
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图 3-8 ”染色 质 模板 的 转换 〈 顺 式 / 反 式 ) 
顺 式 作用 组 蛋白 尾巴 上 的 共 价 修饰 引起 结构 或 电荷 的 改变 ， 造 成 染色 质 组 织 结构 的 变 
化 。 反 式 作用 : 组 蛋白 尾巴 上 的 酶 促 修 饰 (如 H3K9 甲 基 化 ) ， 导 致 染色 质 结合 蛋白 〈 修 
饰 结合 物 ， 如 HP1) 的 亲 和 性 结合 。 修 饰 结合 物 〈 或 其 所 在 的 蛋白 复合 物 ) 的 结合 ， 引 
发 染色 质 结 构 的 进一步 改变 。 组 蛋白 置换 ， 组 蛋白 共 价 修饰 可 以 通过 核 小 体重 塑 交 换 复 
合 物 (nucleosome-remodeling exchanger complex) 实现 组 蛋白 变 体 对 某 个 核心 组 蛋 百 的 
Bk, 


的 反 式 效应 。 这 可 以 理解 为 ， 在 特定 的 背景 下 ,，“ 读 取 ” 某 个 组 蛋白 共 价 修饰 所 蕴藏 的 
信息 。 某 些 结合 蛋白 具有 专 一 的 亲和力 ， 可 以 结合 在 特定 的 组 蛋白 尾巴 。 它 就 像 粘 扣 一 
样 粘 在 特定 的 修饰 上 ， 还 往往 会 带 来 一 个 更 大 的 蛋白 质 复合 体 ， 使 其 能 作用 于 染色 质 多 
聚 体 。 例 如 ， 溴 区 结构 域 (bromodomain)， 一 段 可 以 识别 组 蛋白 乙酰 化 残 基 的 序列 ， 
常常 存在 于 染色 体重 塑 蛋白 复合 体 的 乙酰 基 转 移 酶 (HAT) 中 ( 见 第 7 节 ， 图 3-10) 
(Dhalluin et al. 1999; Jacobson et al，2000) 。 同 样 ， 组 蛋白 尾巴 上 甲 基 化 的 赖 氨 酸 可 
以 与 chromo 结构 域 (chromo domain) (Bannister et al. 2001; Lachner et al. 2001; 
Nakayama et al. 2001) 或 其 他 类 似 的 结构 域 结 合 ， 如 MBT 或 tudor (Maurer-Stroh et 
al. 2003; Kim et al. 2006) ， 以 促进 下 游 的 染色 质 调 节 事 件 。 某 些 情 况 下 ， 含 有 chro- 
mo 结构 域 的 蛋白 可 以 通过 结合 组 蛋白 甲 基 转移 酶 《HKMT) 来 甲 基 化 相 邻 的 核 小 体 ， 
而 甲 基 化 的 核 小 体 又 能 再 次 被 chromo 结构 域 所 识别 ， 从 而 导致 异 染色 质 的 蔓延 〈 见 第 
5 Et). 

组 蛋白 在 尾巴 或 核心 区 域 的 修饰 (Cosgrove et al. 2004) 都 可 以 招募 ATP 依赖 的 染 
色 质 重 塑 复合 体 到 llom 染色 质 纤 维 ， 促 进 从 可 转录 的 常 染 色 体 状态 到 转录 活 牙 状态 的 
改变 。 这 种 转变 可 以 通过 几 种 方式 实现 ， 例 如 ， 组 蛋白 八 聚 体 在 DNA EIT, DNA 
环 化 导致 其 在 组 蛋白 上 缠绕 方式 的 转变 〈 见 第 12 章 )， 或 以 组 蛋白 变 体 置 换 某 些 核 心 组 
蛋白 “〈 见 第 13 章 ) 。ATP 依赖 的 染色 体重 塑 体 (如 SWI/SNF) 把 水 解释 放 的 能 量 用 于 
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改变 DNA 和 组 蛋白 的 相互 作用 ， 导 致 核 小 体 的 缠绕 、 扭 曲 和 滑动 。 对 于 基因 调节 ， 这 
些 非 共 价 的 反应 机 制 (Narlikar et al，2002) 与 组 蛋白 的 共 价 修饰 有 着 同等 重要 的 作用 
〈 见 第 10 章 ) 。 将 组 蛋白 变 体 置换 出 或 置换 和 人 核 小 体 的 ATP 依赖 的 重 塑 体 的 发 现 ， 实 现 
了 将 反 式 、 顺 式 和 重 塑 反应 机 理 的 结合 。 但 是 ， 这 些 相关 联 的 反应 机 理 是 如 何 协同 作 
用 ， 从 而 在 染色 质 中 产生 各 种 各 样 的 表 观 遗传 状态 还 远 未 明晰 。 

更 紧密 的 ， 抑 制 状 态 的 染色 质 高 级 结构 〈30nm) 的 形成 可 以 通过 招募 组 蛋白 HI 
和 修饰 依赖 的 或 结构 型 的 染色 质 结合 因子 ， 如 蜡染 色 质 蛋白 HP1 或 Polycomb。 虽 然 普 
负 认 为 核 小 体 染 色 质 (11lnm) 被 压缩 到 无 法 转录 的 30nm 构象 是 由 连接 组 蛋白 Clinker ~ 
histone) H1 在 细胞 分 裂 间 期 掺 入 造成 的 ， 这 一 组 蛋白 的 功能 和 结构 研究 直到 最 近 都 很 
困难 (Fan et al. 2005) 。 这 些 研究 面临 的 一 个 可 能 的 问题 是 HL 存在 不 同 的 亚 型 (哺乳 
APA 8 种 ) ， 难 以 对 其 进行 详尽 的 遗传 学 分 析 。 连 接 组 蛋白 Hl 的 一 些 亚 型 之 间 存 在 
宛 余 性 ， 而 另 一 些 可 能 具有 组 织 特异 性 功能 (Kimmins and Sassone-Corsi 2005) 。 有 趣 
的 是 ，H1 本 身 可 以 被 共 价 修饰 (磷酸 化 、 甲 基 化 、 多 聚 ADP 核糖 化 等 ) ， 这 意味 着 目 
前 广 为 研 究 的 核心 组 蛋白 上 发 生 的 顺 式 和 反 式 机 制 也 有 可 能 作用 于 连接 组 和 蛋白， 乃至 非 
HEAHEA (Sterner and Berger 2000), 

KF 30nm 染色 质 的 具体 组 织 方式 已 经 有 许多 辩论 。 大 体 上 ,“ 螺 线 管 ”( 单 起 始 螺 
ee) 模型 ， 即 核 小 体 绕 中 轴 缠 绕 (6 一 8 个 核 小 体 / 圈 )， 或 者 更 开放 的 “之 字形 ” 模 
型 一 采用 较 高 阶 的 自 装 配方 式 〈 双 起 始 螺旋 ) ， 都 已 经 被 描述 过 。 新 的 证 据 ， 包 括 从 
含 四 个 核 小 体 的 模型 获得 的 X 射线 结构 ， 倾 向 于 由 双 起 始 的 之 字形 连接 DNA 将 两 层 核 
小 体 相 联结 (Khorasanizadeh 2004; Schalch et al，2005) 。 尽 管 有 这 样 的 进展 ， 我 们 注 
意 到 连接 组 蛋白 不 在 这 一 结构 中 ， 而 且 即 使 它 存在 ，30nm 染色 质 结 构 只 将 DNA 压缩 
了 约 50 倍 。 因 此 ， 决 定 中 期 或 分 裂 期 染色 质 状 态 的 众多 更 高 级 的 染色 质 组 织 方 式 尚 有 
待 于 被 光学 和 电子 显微镜 以 外 的 手段 来 解决 。 尽 管 结 构 上 尚 不 确定 ， 最 近 在 活 细 胞 中 的 
成 果 已 经 确立 了 间 期 染色 质 30nm 以 上 多 种 折 靶 方式 的 存在 。 一 个 值得 关注 的 进步 是 标 
记 活 细胞 内 特定 DNA 序列 的 方法 学 发 展 ， 使 得 实时 观察 当 色 质 打 开 和 关 合 的 动态 过 程 
成 为 可 能 。 有 趣 的 是 ， 这 些 结果 揭示 了 通过 染色 质 重 塑 正 负 调 控 因 子 的 动态 互 作 ， 可 以 
改变 染色 质 高 级 结构 使 之 有 利于 或 不 利于 基因 表达 (Fisher and Merkenschlager 2002; 
Felsenfeld and Groudine 2003; Misteli 2004) 。 

更 大 的 环 状 染色 质 结构 (300~700nm) 的 组 装 ， 可 能 是 通过 将 染色 质 纤 维 经 染色 
质 结 合 蛋 白 例 如 核 纤 层 蛋 白 (nuclear lamin) 锚 定 到 核 周 或 者 其 他 核 骨 架 。 这 些 结构 是 
否 能 产生 功能 上 有 意义 的 “染色 体 界 域 ” (chromosome territories) 尚 不 清楚 ， 但 是 许 
多 报道 表明 这 一 概念 值得 认真 关注 。 例 如 ， 观 察 到 了 转录 活跃 的 多 个 染色 质 位 点 被 聚集 
到 RNA REW II 转录 因子 周边 的 现象 ， 而 且 相 似 的 概念 似乎 也 可 被 用 于 解释 在 复制 活 
BRAY DNA 和 DNA 聚合 酶 周边 的 聚集 现象 。 此 外 ， 也 有 报道 表明 ， 与 此 相对 的 ， 沉 默 
的 蜡染 色 质 (尤其 是 着 丝 粒 周边 区 域 》 以 及 位 于 反 式 区 域 的 基因 也 有 类 似 的 聚集 现象 
( 见 第 4、12 章 ) 。 这 一 现象 是 如 何 被 控制 的 以 及 染色 质 区 域 的 核定 位 对 基因 组 究竟 有 何 
调节 作用 仍 不 清楚 。 尽 管 如 此 ， 越 来 越 多 的 证 据 表 明 染 色 质 的 激活 或 沉默 与 其 在 核 内 所 
处 的 特定 位 置 有 关 (Cremer and Cremer 2001; Gilbert et al. 2004; Janicki et al. 2004; 
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Chakalova et al. 2005), 

结构 最 致密 的 DNA 出 现在 有 丝 分 裂 和 减 数 分 裂 中 期 。 以 确保 每 个 子 代 细胞 可 以 以 
染色 体 的 形式 得 到 正确 拷贝 数 的 基因 组 (一 个 或 两 个 拷贝 ， 取决 于 细胞 分 裂 的 种 类 )。 
这 种 致密 化 过 程 可 以 惊人 地 将 完全 伸展 时 长 约 2m 的 DNA 压缩 到 若干 直径 为 1. Sym. 的 
染色 体 (图 3-7)。 这 一 约 10 000 倍 以 上 的 压缩 过 程 涉及 组 蛋白 H1, H3 的 超 磷 酸化 ， 
ATP 依赖 的 致密 因子 〈condensin) RAW, HABA (cohesin) 复合 物 ， 以 及 拓扑 异 
构 酶 II。 非 组 蛋白 复合 物 是 如 何 作 用 于 分 裂 期 染色 体 〈 分 裂 期 染色 质 修饰 ) 以 及 在 细胞 
周期 内 这 些 复合 物 是 怎样 与 染色 体 结合 及 分 离 的 具体 机 制 仍然 需要 进一步 确定 (Ber- 
nard et al. 2001; Watanabe et al. 2001) 。 众 所 周知 的 有 丝 分裂 期 组 蛋白 H3 和 Hl 家 
IE ARBRE Ca Ser10 和 Ser28) 可 能 为 此 提供 了 很 好 的 线索 ， 但 是 这 些 有 丝 分 裂 
期 的 标记 的 生物 学 作用 尚 有 待 于 被 遗传 学 和 生物 化 学 实验 确定 。 有 趣 的 是 ,“ 双 元 开关 ” 
理论 提出 组 蛋白 上 特定 的 甲 基 化 标记 与 更 动态 可 道 的 磷酸 化 标记 可 以 作为 一 种 二 元 的 开 
关 共 同调 节 下 游 修 饰 结合 蛋白 与 染色 质 的 结合 和 释放 (Fischle et al，2003a) 。HP1 与 
WERA H3 甲 基 化 的 第 九 位 赖 氨 酸 的 结合 受 Ser10 的 磷酸 化 作用 调节 ， 这 一 范例 支持 
“ 甲 基 化 /磷酸 化 开关 ”的 假说 (Daujat et al. 2005; Fischle et al. 2005; Hirota et al. 
2005). 

特殊 的 染色 体 区 域 ， 如 端 粒 和 着 丝 粒 ， 执 行 调节 染色 体 动态 过 程 的 特定 功能 。 端 粒 
作为 染色 体 的 末端 ， 保 护 着 DNA 分 子 并 提供 了 最 末端 DNA 的 复制 途径 。 在 细胞 核 分 
裂 时 ， 着 丝 粒 为 纺锤 体 微 管 蛋 白 提供 结合 位 点 。 这 两 种 特殊 区 域 对 于 染色 体 分 离 的 精确 
性 都 起 着 至 关 重 要 的 作用 。 有 趣 的 是 ， 端 粒 和 着 丝 粒 异 染色 质 都 与 常 染 色 质 ， 乃 至 其 他 
异 染 色 质 有 着 显著 的 区 别 ， 因 为 它们 有 着 特殊 的 染色 质 结构 抑制 基因 表达 及 DNA 重 
组 。 当 常 染色 质 基 因 被 人 为 播 和 到 着 丝 粒 或 者 端 粒 区 ， 会 造成 这 些 基 因 的 沉默 。 这 为 筛 
选 先 前 描述 过 的 位 置 效 应 化 斑 现 象 (PEV) 以 及 端 粒 位 置 效 应 (TPE; Gottschling et 
al. 1990; Aparicio et al. 1991) 的 抑制 基因 和 增强 因子 提供 了 强 有 力 的 工具 。 着 丝 粒 
和 端 粒 有 着 特定 的 分 子 特征 ， 如 它们 组 蛋白 乙酰 化 水 平 很 低 。 有 趣 的 是 ， 着 丝 粒 还 有 男 
外 一 个 标志 一 一 组 蛋白 变 体 CENP-A。 组 蛋白 变 体 CENP-A 在 染色 体 分 离 中 起 到 重要 
作用 。 因 此 ， 正 确 的 组 装 和 维持 特征 性 的 着 丝 粒 和 着 丝 粒 周边 异 染色 质 对 有 丝 分 裂 和 减 
数 分 裂 的 完成 ， 以 及 细胞 的 生存 至 关 重 要 。 在 已 经 研究 得 比较 透彻 的 着 丝 粒 和 着 丝 粒 周 
边 组 成 型 异 染色 质 的 基础 上 ， 关 于 着 丝 粒 和 端 粒 形成 的 表 观 遗传 学 调控 机 制 研究 也 取得 
了 进展 。 一 些 精妙 的 实验 表明 新 着 丝 粒 Cneocentromere) 可 以 替换 正常 的 着 丝 粒 ， 表 
明 DNA 序列 并 非 着 丝 粒 特征 性 的 决定 因素 。 相 反 ， 着 丝 粒 这 种 特殊 的 染色 体 区 域 是 由 
表 观 遗传 标记 ， 包 括 着 丝 粒 特 征 性 修饰 和 组 蛋白 变 体 所 决定 。 染 色 质 编码 区 非 编码 区 和 
重复 区 域 对 表 观 遗传 学 标记 的 调控 机 制 研究 取得 了 相当 的 进展 。 这 些 机 制 是 否 或 怎样 与 
染色 体 带 型 相关 尚 不 清楚 ， 但 仍然 给 我 们 一 种 诱 人 的 可 能 性 。 对 于 这 些 独 特 的 染色 体 区 
域 的 表 观 遗传 调控 机 理 研究 是 非常 必要 的 ， 因 为 大 量 事实 表明 许多 瘤 症 都 与 基因 组 不 稳 
定性 有 关 ， 这 种 基因 组 不 稳定 性 是 某 些 疾 病 恶 化 和 肿瘤 形成 的 显著 特征 。 
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6. 常 染 色 质 与 异 染色 质 的 区 别 


我 们 知道 常 染色 质 和 异 染 色 质 各 自 都 有 许多 存在 形式 ， 以 下 将 分 别 讨论 ， 常 染 色 质 
(或 称 “ 活 性 ”染色 质 ) 主要 由 只 占 了 哺乳 动物 基因 组 的 一 小 部 分 〈 少 于 4%) 的 编码 
序列 构成 。 具 有 转录 潜能 的 编码 序列 被 哪些 分 子 信号 所 标识 ?染色 质 结构 在 这 一 过 程 中 
又 有 何 作用 呢 ? 大 量 的 文献 表明 ， 常 染色 质 是 以 一 种 开放 的 〈 非 浓缩 的 ) 、 对 核酸 酶 更 
为 敏感 的 构象 存在 ， 这 样 它 就 能 随时 开启 基因 表达 ， 即 便 有 时 它 仍 存在 于 非 转 录 状 态 。 
有 些 基因 的 表达 是 无 所 不 在 的 (看 家 基因 ); 另外 一 些 基因 则 是 受 发 育 的 调控 或 是 受 胁 
迫 诱导 以 便 对 环境 信号 进行 应 答 。 顺 式 作 用 DNA 元 件 (启动 子 、 增 强 子 和 基因 座 控 制 
K) 和 反 式 作用 因子 相互 协作 ， 与 RNA 聚合 酶 和 各 种 相关 因子 一 起 促进 基因 的 转录 
(Sims et al，2004) 。 这 些 作 用 因子 都 在 进化 过 程 中 经 历 了 严格 的 选择 ， 以 保障 那些 繁多 
复杂 的 生物 化 学 反应 发 生 在 正确 的 空间 和 时 间 。 是 否 染 色 质 提供 了 一 个 “索引 系统 ”来 
更 好 地 保证 这 些 转录 机 器 能 够 在 适当 的 细胞 类 型 中 正确 地 接近 它们 的 目标 序列 呢 ? 

在 DNA 水 平 上 ， 富 含 AT 的 启动 子 区 通常 缺少 核 小 体 ， 可 能 并 非 严 格 地 以 经 典 的 
BÆ DNA 的 形式 存在 ， 以 利于 转录 因子 的 结合 (Mito et al. 2005; Sekinger et al. 
2005) 。 然 而 ， 转 录 因 子 与 DNA 的 结合 并 不 足以 启动 转录 。 目 前 已 知 的 研究 表明 ， 通 
过 诱导 产生 与 转录 活性 相关 的 组 蛋白 修饰 (如 乙醚 化 和 H3K4 甲 基 化 ) ， 进 而 招募 核 小 
体重 塑 因子 ， 能 够 促进 转录 机 器 的 参与 (图 3-9， 第 10 章 ) 。 当 转录 机 器 解 旋 并 转录 通 
过 染色 质 纤 维 后 ， 组 蛋白 会 被 置换 为 组 蛋白 变 体 ， 以 保证 染色 质 模板 的 完整 性 〈Ah- 
mad and Henikoff 2002) 。 然 而 要 想得到 成 熟 的 mRNA， 还 需要 经 过 转录 后 修饰 ， 包 括 
驴 接 、 加 多 到 腺 并 酸 和 出 核 转 运 。 因 此 ， 常 染色 质 的 综合 定义 或 许 是 指 一 个 复杂 的 染色 
质 状 态 ， 包 括 了 各 种 动态 的 和 精细 的 机 器 ， 它 们 赋 相 互 作用 也 与 染色 质 纤 维 紧 密 作用 ， 
共同 转录 出 有 功能 的 RNA 产物 。 研 究 转录 活化 机 器 (activating machinery) 与 转录 设 
备 以 及 染色 质 模板 间 相 互 作用 的 一 般 规律 是 当前 一 个 令 人 振奋 的 研究 领域 。 尽 管 基 于 动 
态 性 特征 ， 它 严格 来 讲 不 能 被 归 类 于 表 观 遗传 学 ， 而 更 多 的 是 关于 转录 和 染色 质 动 态 学 
的 研究 。 

那么 异 染色 质 又 该 如 何 定 义 呢 ? 虽然 历史 上 对 异 染色 质 的 研究 明显 少 于 常 染色 体 ， 
但 是 最 新 的 研究 表明 从 酵母 到 人 类 〈 虽 然 酿 酒 酵母 有 不 同 的 蜡染 色 质 形态 ) ， 异 染色 质 
在 基因 组 的 组 织 和 机 能 起 着 至 关 重 要 的 作用 。96%% 的 哺乳 动物 基因 组 是 由 非 编码 序列 和 
重复 序列 组 成 ， 这 一 现象 凸现 了 异 染 色 质 的 重要 性 。 关 于 异 染色 质 形 成 机 制 的 新 研究 揭 
示 了 意 想 不 到 的 发 现 。 例 如 ， 能 够 产生 双 链 RNA 的 非 序 列 特 异性 转录 (non-sequence- 
specific transcription) 会 被 一 个 类 似 于 RNA 于 扰 的 机 制 所 沉默 COL 10 节 )。 这 些 双 
链 RNA 的 产生 提供 了 一 个 警报 信号 ， 表 明 这 些 潜在 的 DNA 序列 不 能 产生 有 功能 的 产 
物 ， 或 者 已 经 被 RNA 转 座 子 或 病毒 侵袭 。 这 些 双 链 RNA 被 Dicer 剪 切 后 会 被 特定 的 
复合 体 定位 至 染色 质 ， 继 而 通过 一 系列 事件 最 终 导致 异 染色 质 的 形成 。 通 过 运用 多 种 模 
式 系 统 ， 科 学 家 们 在 研究 蜡染 色 质 “ 禁 钢 ”(locked-down)〉 状态 的 形成 通路 方面 取得 了 
显著 的 进展 ， 而 这 一 通路 在 各 种 模式 生物 中 是 高 度 保守 的 。 这 条 通路 主要 包括 组 蛋 日 尾 
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转录 单元 DNA 重复 序列 
(基因 ) ( 非 编 码 ) 
信使 RNA = om 


转录 因子 结合 非 编码 ds RNA 


重 塑 复合 体 招募 RITSSR AAS 
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图 3-9” 常 染色 质 与 异 染 色 质 的 差别 
常 染色 质 和 组 成 型 异 染 色 质 之 间 一 般 差 别 的 概述 。 包 括 转录 产物 的 类 型 、DNA 结合 蛋白 《如 转录 因 
子 ) 的 招募 、 染 色 质 结合 蛋白 和 复合 体 、 组 蛋白 共 价 修饰 以 及 所 包含 的 组 蛋白 变 体 等 方面 的 区 别 。 


巴 的 去 乙酰 化 ， 某 些 赖 氨 酸 残 基 的 甲 基 化 n H3K9)， 蜡 染色 质 结合 蛋白 的 招 菇 (如 
HP1) 和 DNA 甲 基 化 〈 图 3-9) 的 建立 ， 虽 然 具 体 的 顺序 和 细节 可 能 会 有 所 变化 。 似 
乎 将 某 些 基 因 组 序列 置 于 核 内 特定 的 沉默 区 域内 可 能 有 助 于 蜡染 色 质 的 形成 。 有 趣 的 
是 ， 越 来 越 多 的 证 据 表明 ， 至 少 是 在 高 等 生物 中 ， 异 染色 质 可 能 是 一 种 默认 状态 。 而 强 
启动 子 或 是 增强 子 的 存在 能 突破 异 染 色 质 的 束缚 而 产生 转录 产物 。 即 使 在 低 等 生物 中 ， 
异 染色 质 形成 的 一 般 概念 似乎 也 适用 。 它 的 特点 包括 组 蛋白 尾 的 低 乙酰 化 ， 以 及 对 乙酰 
化 敏感 的 异 染 色 质 蛋白 的 结合 (如 SIR 蛋白 ， 详 见 第 4 章 ) 。 不 同 种 类 的 真菌 中 〈 如 芽 
殖 和 裂 殖 酵 母 ) ， 存 在 有 不 同 程度 的 组 蛋白 甲 基 化 和 类 似 于 HP1 的 蛋白 。 这 些 物种 的 基 
因 组 大 部 分 处 于 默认 的 可 转录 状态 ,但 仍 有 一 些 类 似 于 蜡染 色 质 的 基因 组 区 域 (交配 
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区 、 端 粒 、 中 心 粒 等 ) 存在 ， 揪 和 人 到 这 些 区 域 的 外 源 测试 基因 的 转录 和 遗传 重组 会 受到 
抑制 。 

异 染色 质 有 什么 功能 呢 ? 着 丝 粒 是 一 个 组 成 型 异 染色 质 的 区 域 ， 它 与 可 遗传 的 染色 
质 状 态 紧 密 相关 ， 在 进化 上 被 认为 是 由 染色 体 上 重复 序列 最 大 的 聚集 过 程 所 演变 而 来 。 
这 种 划分 保证 了 大 的 相对 稳定 的 蜡染 色 质 区 域 被 有 阻 遏 功能 的 表 观 遗传 信号 所 标记 ， 这 
有 助 于 在 有 丝 分 裂 和 减 数 分 裂 中 进行 染色 体 分 离 ( 见 第 14 章 ) 。 这 里 值得 注意 的 是 ， 一 
些 生 物体 ， 如 在 裂 殖 酵母 中 ， 这 些 着 丝 粒 重复 序列 和 相应 的 表 观 遗传 标记 发 生 倍增 并 转 
移 到 别 的 染色 体 辟 上 从 而 产生 了 沉默 区 域 。 端 粒 处 的 组 成 型 异 染 色 质 以 染色 质 “ 帽 ”的 
形式 保证 了 基因 组 的 稳定 性 。 最 后 ， 异 染色 质 形成 还 是 一 种 针对 人 侵 DNA 的 防卫 机 
制 。 总 之 ， 这 些 发 现 强 调 了 一 个 重要 的 观点 ， 即 ， 异 染色 质 对 基因 组 的 维持 有 着 重要 的 
功能 ， 其 重要 性 是 可 以 和 常 染色 质 相提并论 的 。 

总 体 而 言 ， 常 染色 质 和 蜡染 色 质 之 间 的 广泛 的 功能 差异 可 以 归结 于 染色 质 的 三 个 已 
知 特征 。 第 一 ，DNA 序列 本 身 。 例 如 ， 是 否 含有 启动 子 周围 的 AT 富 集 的 “刚性 ” 
DNA, HJJM GO 阻 遏 因子 结合 序列 。 第 二 ， 转 录 生 成 的 RNA 的 质量 ， 这 决定 
了 它 是 被 加 工 成 成 熟 的 mRNA 用 于 翻译 ， 或 者 是 被 降解 ， 还 是 被 用 于 引导 RNAi 机 器 
实现 其 靶 序 列 的 异 染色 质 化 。 第 三 ， 核 内 的 空间 组 织 ， 这 起 着 重要 的 隔离 作用 ， 用 来 维 
持 该 处 的 染色 质 构象 。 
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RN CARY TAEAE RE RY: 或 是 通过 顺 式 作用 ， 改 变 核 
小 体 间 的 接触 和 间距 ; 或 是 通过 与 染色 质 模板 相 结 合 的 组 蛋白 和 非 组 蛋白 产生 的 反 式 作 
用 。 但 组 蛋白 修饰 的 功能 及 生物 学 效应 是 什么 呢 ? 对 总 组 和 蛋白 的 研究 表明 组 蛋白 尾部 修 
饰 与 染色 质 的 结构 模式 具 相 关 性 ， 这 暗示 表 观 遗传 标记 可 能 提供 了 “ 开 ”( 即 : 活化 ) 
By “Se” COLE) 的 信号 〈 见 附录 )。 这 是 从 长 期 的 、 大 多 为 关联 性 的 研究 中 产生 的 ， 这 
些 研 究 表 明 ， 一些 组 蛋 晶 修饰， 特别 是 组 蛋 日 乙醚 化 与 通常 允许 转录 的 活性 染色 质 区 域 
相关 。 相 反 ， 其 他 标记 ， 如 某 些 磷酸 化 修饰 的 组 蛋白 残 基 多 与 通常 不 利于 转录 活性 的 致 
密 态 染色 质 相 关 。 附 录 B 列 出 了 现 如 今 已 知 的 组 蛋白 修饰 位 点 。 在 此 我 们 强调 这 些 修 
饰 及 位 点 并 不 一 定 存在 于 所 有 生物 中 

首先 ， 组 和 蛋白 修饰 是 如 何 被 确立 或 去 除 的 呢 ? 染色 质 领 域 的 大 量 研究 表明 ， 组 蛋白 
尾部 修饰 的 确立 CSA MER BA”) 是 通过 染色 质 相 关 酶 系统 的 催化 作用 完成 
的 。 然 而 ， 这 些 酶 在 许多 年 中 一 直 未 被 鉴定 出 来 。 直 至 过 去 十 年 ， 科 学 家 们 从 多 种 来 源 
鉴定 出 大 量 的 染色 质 修饰 酶 ， 它 们 中 的 大 部 分 已 被 编纂 在 附录 B 里 。 这 是 通过 大 量 的 
生物 化 学 及 遗传 学 研究 得 到 的 。 这 些 酶 常 存在 于 大 的 多 亚 基 复合 物 中 ， 众 化 组 蛋白 与 非 
组 蛋白 底 物 上 共 价 修饰 的 挫 人 或 去 除 。 此 外 ， 某 些 酶 的 催化 活性 具有 显著 的 靶 向 残 基 特 
异性 及 细胞 环境 ( 即 依 赖 于 胞 外 及 胞 内 信号) 特异 性 。 为 了 更 清楚 地 阐明 这 个 问题 ， 我 
们 将 举例 简要 讨论 催化 组 蛋白 修饰 的 四 种 主要 的 酶 系统 及 其 对 应 的 逆 同 修饰 酶 系统 图 
3-10; Vaquero et al. 2003; Holbert and Marmorstein 2005)。 这 些 持 抗 活 性 共同 控制 
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了 我 们 讨论 的 每 一 种 修饰 的 稳 态 平衡 状态 。 


Lys Ser, Tyr Arg Lys 


HAT kinase 





hee ne dapat She ele 


图 3-10 组 蛋白 修饰 酶 
组 蛋白 共 价 修饰 由 组 蛋白 修饰 酶 进行 “ 写 手 ” 众 化 ， 去 除 其 捕 抗 活性 。 根 据 酶 促 反 应 类 型 (如 乙醚 化 或 磷酸 
化 ) 的 不 同 ， 它 们 被 列 人 不 同 的 家 族 。 与 组 蛋白 尾部 某 种 修饰 有 特异 性 亲和力 的 蛋白 质 结构 域 被 称 作 “ 读 
#”, HAT: 组 蛋白 乙酰 化 酶 ，PRMT， 和 蛋白 精 氨 酸 甲 基 转 移 酶 ;， HKMT: 组 蛋白 赖 氨 酸 甲 基 转 移 酶 
HDAC, 组 蛋白 去 乙酰 化 酶 ，PPTase， EARME; Ac 乙酰 化 ，P: 磷酸 化 ; Me: 甲 基 化 。 


组 蛋白 乙醚 化 酶 (Histone acetylase, HAT) 催化 组 蛋白 底 物 中 特定 赖 氮 酸 残 基 的 
乙酰 化 (Roth et al，2001)， 这 种 乙醚 化 作用 能 被 组 蛋白 去 乙醚 化 酶 (histone deacety- 
lase, HDAC) friet## (Grozinger and Schreiber 2002)。 组 和 蛋白 激酶 家 族 的 成 员 能 够 使 
特定 的 丝氨酸 或 苏 氨 酸 残 基础 酸化 ， 而 磷酸 酶 则 可 以 去 除 这 些 磷酸 基 团 标签 。 值 得 一 提 
的 是 ， 众 所 周知 的 有 丝 分 裂 激 酶 ， 如 cyclin 依赖 的 激酶 或 aurora 激酶 ， 能 够 催化 核心 
组 蛋白 〈H3) 及 连接 组 蛋白 (HD) HRB. BHR RALZDARAN, DBM 
作用 的 磷酸 酶 (opposing phosphatase, PPTase) 都 还 不 明了 。 

已 经 报道 的 甲 基 化 酶 主要 有 两 类 : 组 蛋白 精 氨 酸 甲 基 转 移 酶 (protein arginine 
methyltransferase, PRMT) 的 底 物 是 精 氨 酸 残 基 (Lee et al. 2005), HEH RAH 
基 转 移 酶 (histone lysine methyltransferase, HKMT) 作用 于 赖 氨 酸 残 基 (Lachner et 
al，2003) 。 精 氨 酸 瓜 氨 酸 化 酶 能 将 甲 基 化 精 氨 酸 ARD 转变 为 瓜 氨 酸 残 基 ， 从 
而 间接 地 逆转 精 氨 酸 甲 基 化 (Bannister and Kouzarides 2005) 。 甲 基 化 的 赖 氨 酸 残 基 看 
起 来 具有 较 高 的 化 学 稳定 性 。 赖 氨 酸 的 甲 基 化 状态 有 单 甲 基 化 、 双 甲 基 化 和 三 甲 基 化 三 
种 形式 。H3 和 HAN 端的 一 些 三 甲 基 化 残 基 似 乎 在 细胞 分 裂 过 程 中 具有 稳定 遗传 的 能 
H (Lachner et al，2004) ， 类 似 的 有 果 蝇 成 虫 盘 中 的 H4K20mel 标记 (Reinberg et al. 
2004) 。 最 近 发 现 ， 一 种 被 称 作 赖 氨 酸 特异 性 “去 甲 基 化 酶 ” (lysine specific demethy- 
lase, LSD1) 的 胺 氧化 酶 能 去 除 H3K4 的 甲 基 化 修饰 (Shi et al. 2004)。 这 种 酶 通过 
FAD 依赖 的 氧化 来 破坏 氨 - 甲 基 键 ， 最 终 产生 非 修饰 的 赖 氨 酸 和 甲醛 。 据 报道 ，LSD1 
对 激活 性 H3K4 甲 基 化 标记 具有 选择 性 ， 它 只 能 作用 于 单 甲 基 化 和 双 甲 基 化 的 H3K4， 
而 不 作用 于 三 甲 基 化 H3K4。 这 种 “去 甲 基 化 酶 ”是 大 的 抑制 性 蛋白 复合 物 的 组 分 ， 这 
一 蛋白 复合 物 还 包括 HDAC 和 其 他 一 些 酶 。 另 有 证 据 显示 : LSD] 与 雄 激 素 受 体 在 靶 
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位 点 形成 一 个 复合 物 ， 通 过 对 抑制 性 组 蛋白 标记 H3K9me2 去 甲 基 化 来 促进 转录 激活 
(Metzger et al. 2005), A-KRHABAKF ALMA LAMAN, ENR 
通过 一 种 更 为 有 效 的 自由 基 攻 击 机 制 来 发 挥 作 用 〈Tsukada et al. 2006)。 其 中 之 一 只 
能 对 H3K36me2 〈 一 种 活化 标签 ) 去 甲 基 化 ， 而 不 影响 三 甲 基 化 的 H3K36。 这 一 新 的 
jumonji 组 蛋白 去 甲 基 化 酶 jumonji histone demethylase enzyme, JHDM1) 包含 保守 
的 jumonji 结构 域 ， 在 哺乳 动物 基因 组 中 已 知 有 30 来 种 ， 表 明 它 们 中 尚未 被 鉴定 的 蛋 
日 有 可 能 能 够 攻击 其 他 残 基 以 及 其 他 的 甲 基 化 状态 (Fodor et al 2006; Whetstine et al 
2006) 。 

在 研究 调控 各 种 修饰 稳 态 平衡 的 酶 系统 方面 已 经 取得 了 相当 大 的 进展 ， 而 且 我 们 猜 
测 在 这 个 令 人 振奋 的 研究 领域 中 将 会 取得 更 大 的 进展 。 理 解 这 些 酶 复合 物 是 如 何 被 调节 
的 ， 它 们 又 如 何 靶 定 其 生理 学 底 物 与 位 点 ， 仍 然 是 一 个 挑战 。 同 时 ， 人 们 也 不 太 清 楚 共 
价 机 制 是 如 何 影响 表 观 遗传 现象 的 。 

组 绰 白 修饰 并 不 是 独立 发 生 的 ， 而 是 组 合成 所 谓 的 修饰 盒 〈 即 在 特定 的 组 绰 白 尾部 
的 邻近 残 基 发 生 多 个 共 价 修饰 ， 例 如 H3K9me 和 H3S10ph, H4Slph, H4R3me 和 
H4K4ac) 和 反 式 组 蛋白 通路 (不 同 组 蛋白 尾巴 或 核 小 体 间 的 共 价 修饰 组 合 ， 图 3-11). 
有 趣 的 是 ， 大 部 分 已 知 组 蛋白 修饰 依 其 修饰 的 组 蛋 昌 N 端 氨基 酸 残 基 位 点 的 不 同 ， 而 
与 激活 或 抑制 功能 具 相 关 性 。 协 同 及 持 抗 通路 均 已 被 描述 (Zhang and Reinberg 2001; 
Berger 2002; Fischle et al. 2003b) ， 它 们 能 够 逐渐 诱导 活化 标记 的 协同 作用 ， 并 同时 
抵消 抑制 性 修饰 。 然 而 ， 由 于 大 部 分 的 研究 以 总 组 蛋 理 为 材料 ， 因 此 ， 还 不 知 起 在 给 和 定 
核 小 体 中 存在 多 少 种 不 同 组 蛋白 N 端 上 的 不 同 修 饰 的 组 合 。 除 N 端 外 ， 组 和 蛋 日 球状 折 
登 结构 域 的 修饰 也 已 被 证 明 能 影响 染色 质 的 结构 和 组 装 〈Cosgrove et al. 2004), m 
影响 基因 表达 和 DNA 损伤 修复 (van Attikum and Gasser 2005; Vidanes et al. 2005), 
此 外 值得 注意 的 是 ， 一 些 组 蛋白 修饰 酶 能 够 作用 于 非 组 蛋白 底 物 (Sterner and Berger 
2000; Chuikov et al. 2004), Æ| 3-11 列举 了 两 例 已 经 明确 的 组 蛋 日 修饰 层级 ， 似 乎 可 
以 作用 于 对 活跃 染色 质 的 转录 检索 ， 亦 或 反之 ， 指 导 异 染色 质 区 域 的 模式 化 。 

这 些 研 究 提 出 了 一 个 问题 ， 是 否 存 在 “组 蛋白 密码 ”或 者 是 “ 表 观 遗传 密码 ”? R 
管 这 个 理论 概念 极 具 诱 惑 力 ， 且 其 某 些 预言 已 被 证 实 ， 然 而 , “密码” 是 否 真正 存在 仍 
是 一 个 未 解 之 谜 。 相 比较 而 言 ， 遗 传 密码 具 可 预测 性 和 通用 性 ， 被 证 明 极 为 有 用 。 绝 大 
多 数 情况 下 ， 它 使 用 DNA 中 的 四 个 基本 “字母 ”〔〈 即 核 芽 形成 了 一 种 通常 不 变 的 ， 
近乎 通用 的 语言 。 相 反 ， 目 前 的 证 据 表 明 ， 组 蛋白 修饰 模式 随 物 种 而 变化 ， 尤 其 是 在 
“ 低 等 ”和 “高 等 ”的 真 核 生 物 ， 例 如 酵母 和 人 类 之 间 。 因 此 ， 即 使 存在 组 蛋 日 密码 ， 
它 也 不 太 可 能 具有 通用 性 。 当 考虑 到 组 蛋白 修饰 依据 空间 和 时 间 变 化 的 动态 性 ， 这 就 变 
得 更 加 复杂 。 此 外 ， 染 色 质 模板 还 存在 大 量 的 重 塑 因子 (Vignali et al. 2000; Narlikar 
et al. 2002; Langst and Becker 2004; Smith and Peterson 2005) 。 但 是 ， 当 染色 质 免疫 
WUE SL (chromatin immunoprecipitation assays, ChIP) 被 运用 到 全 基因 组 水 平时 
(ChIP on chip)， 一 些 基因 组 (如 S. pombe, A. thaliana, 哺乳 动物 细胞 ) 中 非 随机 的 
和 某 种 程度 上 可 预测 的 修饰 模式 开始 得 以 破译 ， 例 如 H3K4me3 与 活化 启动 子 区 
(Strahl et al. 1999; Santos-Rosa et al. 2002; Bernstein et al. 2005) Æ H3K9 (Hall et 
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着 激活 性 染色 质 修 饰 酶 ， 它 们 通常 分 为 两 大 家 族 : SNF2H 或 ISWI 家 族 和 Brahma 或 
SWI/SNF 家 族 。SNF2H/ISWI 家 族 促使 核 小 体 沿 着 DNA 进行 移动 (Tsukiyama et al, 
1995; Varga-Weisz et al. 1997), mi Brahma/SWI/SNF 则 能 暂时 改变 核 小 体 结构 ， 以 
目前 未 知 的 形式 将 DNA: 组 蛋白 接触 点 暴露 出 来 〈 见 第 12 章 ) 。 

男 外 ， 有 一 些 ATP 水 解 活性 类 似 于 “交换 器 复合 物 ”， 能 够 专 一 性 的 用 特殊 的 组 
和 蛋白“ 变 体 ” 置 换 常规 的 核心 组 蛋白 。 这 种 消耗 ATP 的 置换 可 能 是 为 了 将 存在 既 有 修 
饰 的 组 蛋白 尾巴 置换 成 一 个 “干净 ”的 组 蛋白 变 体 (Schwartz and Ahmad 2005), 此 
外 ， 染 色 质 重 塑 复合 物 的 募集 ， 例 如 SAGA (Spt-Ada-Gcn5- 乙 醚 转移 酶 )， 能 够 被 已 经 
存在 的 组 蛋白 修饰 所 增强 ， 以 保证 革 启 动 子 的 转录 能 力 (Grant et al. 1997; Hassan et 
al. 2002), 

除了 转录 起 始 和 建立 与 启动 子 区 的 最 初 接触 之 外 ，RNA 聚合 酶 II (或 RNA RA 
酶 ) 在 整个 转录 延伸 过 程 中 会 继续 遇 到 核 小 体 障 碍 。 因 此 ， 和 需要 一 种 机 制 以 确保 新 生 转 
录 物 的 完整 性 〈 尤 其 是 对 长 基因 来 说 ) 。 为 此 ， 一 系列 组 蛋白 修饰 和 停靠 效应 者 与 染色 
质 重 塑 复合 物 如 SAGA M FACT (facilitate chromatin transcription, {2 HEY: t JE iE SF 
的 缩写 ) 共同 作用 使 RNA RA II 能 够 顺利 通过 核 小 体 队 列 (Orphanides et al. 
1998)。 举 例 来 说 ， 这 些 行为 的 相互 协调 会 诱导 并 提高 核 小 体 的 移动 性 、 置 换 H2A/ 
H2B 二 聚 体 和 促进 组 蛋白 变 体 对 核心 组 蛋白 的 置换 。 这 样 ， 它 们 提供 了 组 蛋白 修饰 、 
染色 质 重 塑 和 组 蛋白 置换 间 紧 密 协 作 以 促进 转录 起 始 与 延伸 的 极 佳 例证 (Sims et al. 
2004) 。 其 他 的 一 些 重 塑 复合 物 也 已 被 鉴定 ， 如 Mi-2 (Zhang et al. 1998; Wade et al. 
1999) 和 INO-80 (Shen et al，2000) ， 它 们 参与 稳定 抑制 性 染色 质 而 非 活化 染色 质 。 

组 蛋白 变 体 所 导致 的 染色 质 纤维 组 分 变化 提供 了 对 具有 特定 功能 的 染色 质 区 域 的 检 
索 途 径 。 每 个 组 蛋白 变 体 都 是 一 个 特定 核心 组 蛋白 的 替代 品 〈 图 3-12)， 但 组 蛋白 变 体 
在 总 组 蛋白 中 仅 占 极 少 一 部 分 ， 因 此 ， 相 对 于 一 般 的 组 和 量 日 而 言 ， 对 组 和 蛋白 变 体 的 研究 
更 为 困难 。 越 来 越 多 的 文献 (综述 见 Henikoff and Ahmad 2005; Sarma and Reinberg 
2005) 表明 ， 组 蛋 日 变 体 有 着 独特 的 修饰 模式 ， 这 很 可 能 是 因为 它们 的 少数 氨基 酸 变化 
使 之 有 别 于 其 他 家 族 成 员 。 上 此外， 一些 组 重 白 变 体 具有 不 同 的 N 端 和 C 端 结构 域 ， 使 
之 具有 独特 的 染色 质 调 节 活 性 和 与 结合 因子 的 不 同 亲 和 力 。 举 例 来 说 ， 转 录 活 路 基因 的 
组 和 蛋白 HH3 一 般 会 被 H3. 3 变 体 以 一 种 转录 偶 联 的 机 制 置 换 掉 ， 而 不 依赖 于 DNA 的 复 
fil] (Ahmad and Henikoff 2002) 。 核 心 组 蛋 日 H2A 被 H2A. Z 的 替换 与 转录 活性 相关 ， 
并 能 指示 出 无 核 小 体 启动 子 的 5 端 。 然 而 ，H2A. Z 也 存在 于 抑制 性 染色 质 。CENPA 
是 一 种 着 丝 粒 特异 性 的 组 和 蛋 日 变 体 ， 它 对 于 着 丝 粒 的 功能 也 即 染 色 体 分 离 至 关 重 要 。 
H2A. 和 与 其 他 组 蛋白 标记 共同 感知 DNA 损伤 并 指引 DNA 修复 复合 物 富 集 到 DNA 损 
伤 处 。MacroH2A 与 哺乳 动物 中 X 染色 体 失 活 (inactive X chromosome, Xi) 相关 的 
一 种 特异 性 组 蛋白 变 体 (关于 组 蛋白 变 体 的 更 多 详细 信息 见 第 13 章 ) 。 

重要 的 是 ， 与 被 广 为 认 可 的 组 蛋白 合成 及 包装 于 S 期 的 教科 书 观点 相反 ， 许 多 组 蛋 
白 变 体 的 合成 及 替代 不 依赖 于 DNA 复制 。 因 此 ， 组 蛋白 变 体 对 核心 组 蛋白 的 置换 不 受 
细胞 周期 所 处 阶段 〈 即 S 期 ) 的 限制 ， 而 是 能 对 正在 发 生 的 事件 〈 例 如 ， 转 录 活 性 或 细 
胞 分 裂 过 程 中 的 着 丝 粒 牵引 ) 或 “胁迫 信号 ”( 例 如 ，DNA RAFU) 进行 及 时 
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图 3-12 组 蛋白 变 体 
核心 组 蛋 百 〈H3，H4，H2A，H2B) 、 连 接 组 蛋白 Hl 以 及 组 蛋白 H3 和 H2A % 
体 的 结构 域 。HFD，histone fold domain， 组 蛋白 折 秋 结构 域 。 


的 啊 应 。 精 心 设计 的 生化 研究 证 明 染 色 质 重 塑 或 交换 复合 物 特 异性 地 参与 了 不 同 组 蛋白 
变 体 例如 H3.3、H2A.Z 或 H2A.X 的 置换 〈Cairns 2005; Henikoff and Ahmad 2005; 
Sarma and Reinberg 2005), 。 例 如 ，H3. 3 变 体 对 H3 的 置换 是 通过 HIRA (组 蛋白 调节 
FA) 交换 复合 物 的 作用 进行 的 (Tagami et al. 2004); H2A.Z 对 HOA 的 置换 是 通过 
SWR1 (Swi2/Snf2-related ATPase 1) 交换 复合 物 的 作用 进行 的 (Mizuguchi et al. 
2004) 。 这 些 置换 作用 共同 使 核 小 体 变 体 构建 出 特别 活 妈 的 染色 质 。 对 于 其 他 的 一 些 组 
和 蛋 日 变 体 来 说 ， 训 向 及 交换 是 通过 ATP 依赖 的 组 蛋白 交换 复合 物 进行 的 ， 还 是 通过 组 
和 蛋 日 伴 但 蛋白 进行 的 还 需要 进行 进一步 的 探索 。 人 们 推测 ， 交 换 复 合 物 能 够 用 非 修 饰 的 
组 绰 日 替换 已 被 修饰 的 组 蛋白 ， 以 去 除 组 蛋白 N 端 更 加 稳定 的 表 观 遗传 标记 。 


DNA REM oou 


DNA 甲 基 化 是 已 知 最 早 被 发 现 的 与 基因 抑制 相关 的 表 观 遗传 机 制 Razin and 
Riggs 1980) 。 它 在 酵母 以 外 的 所 有 真 核 生物 中 都 有 不 同 程度 的 存在 。 这 种 修饰 是 在 
DNA 模板 的 胞 喀 啶 上 加 上 甲 基 基 团 。 在 哺乳 动物 中 ， 它 发 生 于 CpG (BRR, mEt 
孢 考 和 植物 中 存在 其 他 对 称 的 、 非 对 称 的 和 非 CpG 的 甲 基 化 模式 。 甲 基 化 DNA 在 基 
因 组 上 的 分 布 表 明 它 们 集中 出 现在 非 编码 区 〈 如 着 丝 粒 异 染 色 质 ) 和 散在 的 重复 元 件 
GRET) 区 域 ， 而 不 是 活化 基因 的 “CpG 岛 ” 区 (Bird 1986)。 事 实 上，DNA 甲 基 化 
水 平 提高 的 程度 是 与 高 等 真 核 细胞 基因 组 中 非 编 码 区 和 重复 DNA 序列 的 相对 增加 相关 
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的 《图 3-15)。 实 验证 据 表 明 ， 这 是 由 于 因为 DNA 甲 基 化 主要 参与 宿主 的 防御 机 制 ， 
沉默 基因 组 中 的 大 部 分 外 源 序列 〈 即 经 复制 的 转 座 子 、 病 毒 序 列 和 其 他 重复 序列 )。 

DNA 甲 基 转 移 酶 (DNA methyltransferase, DNMT) 是 DNA 甲 基 化 的 “效应 
名 ”， 它 能 够 催化 从 头 甲 基 化 〈 即 催化 一 个 新 的 位 点 ) 或 在 DNA 复制 之 后 维持 半 甲 基 
化 DNA 的 甲 基 化 状态 〈 见 第 18 章 )。 维 持 DNA 甲 基 化 状态 能 力 的 丢失 能 导致 疾病 ， 
例如 免疫 缺陷 〈immunodeficiency) 、 着 丝 粒 不 稳定 性 (centromeric instability ) 和 面部 
畸形 (facial abnormality, ICF) (W4 18 及 第 23 章 )。DNA 甲 基 化 水 平 失 调 也 参与 肿 
瘤 发 生 的 进程 COLES 24 BE), 

是 什么 信号 指导 DNMT 对 特定 区 域 DNA 的 甲 基 化 ? RAMA IEEE 
示 ， 基 因 组 高 度 重 复 的 串联 重复 序列 〈 如 着 丝 粒 异 染色 质 ) 通过 抑制 性 H3K9 甲 基 化 
标签 来 指导 DNA 从 头 甲 基 化 〈 人 参见 第 6 章 和 第 9 章 )。 散 在 的 重复 元 件 也 能 够 指导 
DNA Sk FASE, CHESS FEARS RIP (Tamaru and Selker 2001) 和 哺乳 动物 雄性 生 
歼 系 中 逆转 座 子 沉默 的 文章 中 被 描述 。 对 后 者 必需 的 一 种 蛋白 已 被 鉴定 ， 即 Dnmt3L， 
它 可 能 通过 对 基因 组 进行 扫描 ， 以 鉴定 出 高 度 的 同 源 性 - 异 源 性 连接 点 ， 发 出 DNA 甲 
基 化 的 需求 信号 (Bourc’his and Bestor 2004)。 在 植物 中 ，RNA 通过 一 种 独特 的 ， 被 
BRA RNA 依赖 的 DNA 甲 基 化 机 制 (RADM; 见 第 9 章 ) 提供 了 DNA 从 头 甲 基 化 的 信 
号 。 有 证 据 显 示 ，SWI/SNF 家 族 的 染色 质 重 塑 因子 在 某 些 方面 对 于 维持 DNA 甲 基 化 
的 总 体 模式 是 必须 的 ， 如 植物 中 DDMI 蛋白 (Jeddeloh et al. 1999) 和 其 哺乳 动物 中 的 
同 源 蛋白 Lshl (Yan et al，2003) 。 最 后 ，HKMT-PcG 蛋白 Ezh2 也 可 能 参与 指导 了 哺 
乳 动物 中 的 DNA 甲 基 化 《Vire etal. 2005), 

当 DNA 甲 基 化 被 建立 后 ， 它 通过 何 种 机 制作 用 于 染色 质 沉 默 还 不 完全 清楚 ， 尽 管 
有 证 据 表 明 是 通过 反 式 调节 作用 进行 的 。 甲 基 化 胞 喀 陀 的 结合 因子 被 称 为 甲 基 化 CpG 
SEAGER A Cmethyl-CpG-binding domain proteins，MBD) ， 被 认为 在 DNA PÆ 
化 现象 中 等 同 于 组 蛋白 修饰 结合 因子 (图 3-13)。 例 如 ， 甲 基 胞 喀 啶 结合 蛋白 (methyl- 
cytosine-binding protein, MeCP2) 能 够 结合 甲 基 化 CpG 并 募集 HDAC 来 介 导 抑制 性 
ZA Ase LR 18 章 )。 另 外 ，DNA 甲 基 化 能 干扰 转录 调节 因子 的 识别 位 点 《如 
CTCF， 见 第 19 章 基因 组 印记 ) 。 

基因 印记 区 域 甲 基 化 DNA 的 存在 导致 植物 中 和 胎盘 类 哺乳 动物 中 母 本 或 父 本 等 位 
基因 的 沉默 ， 包 括 X 染色 体 失 活 ， 这 表明 在 进化 过 程 中 它们 独 有 地 利用 了 这 一 表 观 遗 
传 机 制 来 稳定 沉默 。 有 趣 的 是 ， 有 和 袋 类 动物 中 ， 基 因 印 记 区 域 没有 DNA 甲 基 化 ， 这 表 
明 甲 基 化 DNA 对 胎盘 类 哺乳 动物 中 基因 印记 区 域 的 沉默 是 相对 较 近 的 进化 事件 〈 见 第 
17 章 和 第 19 章 )。 与 之 相反 的 是 ， 双 翅 类 昆虫 例如 果 蝇 中 ，DNA 甲 基 化 作为 一 种 功能 
性 表 观 遗传 机 制 已 基本 被 丢失 CLyko 2001), 

当 哺 乳 动物 基因 组 中 通常 甲 基 化 的 高 度 重 复 区 域 处 于 非 甲 基 化 状态 时 ， 会 逐步 变 得 
具有 诱 变 性 ， 乃 至 影响 基因 组 稳定 性 (Chen et al. 1998) 。 继 而 发 生 的 染色 质 异 常 是 许 
多 疾病 和 肿瘤 发 生 的 主要 原因 〈 见 第 15 节 ) 。 这 凸显 了 DNA 甲 基 化 在 维持 基因 组 完整 
性 中 的 重要 作用 。 相 反 的 是 ， 单 个 胞 连 喧 大 基 的 甲 基 化 具有 高 度 的 目 发 性 突变 倾向 。 随 
时 间 推 移 ， 通 过 脱 氨 基 反 应 导致 从 C 到 T 工 的 转换 〈 图 3-13) 。 但 这 种 特性 被 认为 有 利于 
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RNA, dsRNA) 切割 成 小 的 RNA fF 〈 被 称 为 小 干扰 RNA 或 sRNA) 。 这 个 过 程 最 
终 导致 RNA 的 降解 或 以 小 RNA 抑制 翻译 ， 被 称 为 转录 后 水 平 基 因 沉 默 (post-tran- 
scriptional silencing，PTGS)。 最 近 发 现 的 导致 异 染 色 质 形成 的 转录 水 平 基 因 沉 默 
(transcriptional gene silencing, TGS) 机 制 ， 是 对 染色 质 和 RNA 干扰 机 制 两 者 的 独立 
研究 交汇 后 发 现 的 。 一 方面 ， 人 们 对 抑制 性 DNA 甲 基 化 真菌、 植物 和 哺乳 动物 中 )、 
染色 质 修饰 〈 如 H3K9me3) 和 染色 体 相 关 因 子 (HPD 等 异 染 色 质 区 域 的 一 些 特 性 了 
解 了 很 多 。 为 一 方面 ， 人 研究 人 员 在 鉴定 RNA 干扰 机 器 因子 〈 如 Dicer, Argonaute, 
RNA 依赖 的 RNA 聚合 酶 (RdRP)〉 的 研究 中 取得 了 一 些 进 展 。 将 两 个 看 似 毫 不 相关 
的 领域 联系 到 一 起 的 最 令 人 信服 的 成 果 来 源 于 对 裂 殖 酵母 的 精细 研究 ， 在 这 种 酵母 中 ， 
RNA 干扰 机 器 组 分 的 突变 会 导致 染色 体 的 分 离 障 碍 (Volpe et al. 2002; Hall et al. 
2002; Reinhart and Bartel 2002)。 这 是 由 于 不 能 够 稳定 着 丝 粒 异 染 色 质 而 导致 的 结果 ， 
凸显 了 RNA 干扰 介 导 的 机 制 在 沉默 异 染 色 质 区 域 的 形成 过 程 中 可 能 存在 普遍 性 。 着 丝 
粒 异 染 色 质 对 于 染色 体 的 分 离 过 程 是 必须 的 ， 这 也 突出 了 蜡染 色 质 在 转录 沉默 基因 以 
外 ， 对 维持 基因 组 完整 性 及 生存 方面 的 重要 性 。 也 有 证 据 表 明 siRNA 在 定义 其 他 功能 
异 染 色 质 ， 例 如 端 粒 的 特定 区 域 中 是 必须 的 。 

dsRNA 衍生 物 是 促使 RITS 复合 物 识别 着 丝 粒 并 将 其 沉 轩 的 关键 底 物 ， 裂 殖 酵 母 
着 丝 粒 周边 重复 DNA 序列 两 条 链 的 转录 和 加 工 后 的 siRNA 衍生 物 的 发 现 为 此 提供 了 
强 有 力 的 证 所 (图 3-14) (Verdel et al. 2004), WAP, clr4 突变 体 〈 裂 殖 酵 母 中 哺乳 动 
物 组 蛋白 甲 基 转 移 酶 Suv39h 的 同 源 物 ) 不 能 将 dsRNA MER siRNA， 这 进一步 强调 
T RNA 干扰 机 器 与 异 染色 质 组 装 之 间 存 在 着 相互 影响 的 事实 (Motamedi et al, 2004), 
至 今 人 们 还 不 太 清 楚 由 RNA 干扰 机 器 (BN Dicer, Argonaute 和 RARP) 产生 的 siRNA 
是 如 何 正确 起 始 异 染色 质 组 装 或 者 如 何 “ 指 导 ”siRNA 进入 一 个 合适 的 基因 组 区 域 的 。 
由 此 ， 人 们 提出 一 个 模型 ，RNA 干扰 机 器 复合 物 RITS 与 着 丝 粒 重复 序列 之 间 的 相互 
作用 导致 异 染色 质 的 形成 进入 一 个 自 增强 循环 路 径 ， 其 中 有 Clr4、HDAC、Swi6 CR 
乳 动物 HP1 的 同 源 物 ) 和 cohesin 的 参与 ， 并 可 能 通过 Ago 介 导 的 RNA: RNA 杂交 
与 新 生 转 录 物 配对 的 方式 来 实现 (K 3-14) 〈 见 第 6 章 和 第 8 章 )。 

在 一 种 有 纤毛 的 原生 动物 哮 热 四 膜 虫 中 ， 人 们 发 现 一 种 类 似 的 RNA 介 导 的 靶 定 机 
制 ， 它 能 指导 体 细胞 核 内 发 生 的 DNA 剔除 这 一 独特 事件 。 在 这 个 事例 中 ， 在 性 别 途 径 
的 适当 阶段 ， 嗜 热 四 腊 虫 “沉默 ”的 、 种 系 〈 微 核 ) 基因 组 中 的 内 部 剔除 元 件 〈inter- 
nal eliminated segment, IES) 发 生 DNA 双 链 的 转录 (Chalker and Yao 2001; Mochi- 
zuki et al. 2002), 5 RNA 干扰 依赖 的 TGS 模型 相仿 ，“ 扫 描 RNA” (scan RNA, 
scnRNA) 模型 被 提出 用 于 解释 亲本 滋养 核 中 的 DNA 序列 是 如 何在 新 的 滋养 核 中 表 观 
调控 基因 组 的 改变 ， 小 RNA 参与 了 这 一 过 程 ( 详 见 第 7 章 )。 这 些 令 人 兴奋 的 结果 初 
次 提供 了 RNA 类 似 进程 能 够 直接 改变 体 细 胞 基因 组 的 证 据 。 由 此 产生 了 一 种 有 趣 的 可 
能 性 ， V-DJ 处 产生 的 基因 间 RNA (Bolland et al. 2004) 有 可 能 在 B 细胞 IgH 基因 座 
和 工 细 胞 TCR 基因 座 的 V-D) 重 排 过 程 中 指导 了 DNA 序列 的 剔除 。 

在 植物 中 ， 许 多 RNA 干扰 机 器 组 分 具有 众多 同 源 蛋 白 ， 导 致 一 系列 RNA 沉默 途 
径 ， 尽 管 这 些 因 子 中 存在 元 余 现象 ， 但 是 它们 的 产生 可 能 对 特定 的 DNA 序列 具有 更 强 
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图 3-14 RNA 指导 的 异 染色 质 形 成 

由 两 条 DNA 链 转 录 或 由 反 向 重复 转录 物 折 秋 而 产生 的 互补 dsRNA 转录 物 
在 Dicer 的 作用 下 产生 siRNA, siRNA 通过 与 Argonaute (Ago) 蛋白 的 结 
合 整 合 到 RITS 复 合 物 中 ， 激 活该 复合 物 以 识别 互补 DNA 或 新 生 RNA。 这 
个 复合 物 招募 Clr4， 产 生 组 蛋白 H3K9me2。 修 饰 特异 性 的 结合 因子 Swis 与 
含有 这 些 修 饰 的 组 蛋白 结合 ， 进 而 促进 抑制 性 染色 质 区 域 的 扩展 。RdRP 以 
现存 的 siRNA 为 引物 扩 增 siRNA， 并 增强 RITS 复合 物 对 特定 DNA 区 域 的 
识别 能 力 。 


的 专 一 性 。 植 物 中 RNA 干扰 介 导 的 TGS 的 研究 揭示 了 一 类 新 的 RNA 聚合 酶 一 一 
RNA RIV (或 RNA Pol IV)， 它 只 转录 蜡染 色 质 区 域 DNA (Herr et al. 2005; 
Pontier et al，2005) 。 植 物 中 另 一 特有 的 现象 是 RNA 干扰 途径 直接 影响 DNA 的 甲 基 化 
(Chan et al. 2004; ERLE 9 BH), 

在 果 蝇 和 哺乳 动物 中 也 发 现 了 类 似 RNA 干扰 的 染色 质 效 应 。 例 如 用 RNAse A 作 
用 于 可 渗透 的 哺乳 动物 细胞 迅速 去 除 异 染色 质 的 H3K9me3 标签 ， 表 明 某 种 RNA 组 分 
可 能 是 着 丝 粒 周 围 异 染色 质 的 一 个 结构 成 分 (Maison et al. 2002). #43 P siRNA 
加 工 因 子 的 去 除 削 绊 了 H3K9 的 甲 基 化 水 平和 HP1 与 着 丝 粒 周围 异 染 色 质 的 结合 
(Fukagawa et al，2004)。 有 趣 的 是 ，dicer- 盖 的 突变 体 胚 胎 干 细胞 (embryonic stem, 
ES) 能 继续 增殖 ， 但 丧失 了 分 化 能 力 CKanellopoulou et al. 2005) ， 这 表明 RNA 干扰 
机 器 、 非 编码 RNA 和 哺乳 动物 发 育 之 间 存 在 一 种 尚未 被 了 解 的 联系 。 在 果 蝇 中 ，mini- 
white 基因 串联 矩阵 的 沉默 ， 或 位 置 效 应 花 斑 (position effect variegation , PEV) AYE 
体 ， 也 依赖 于 RNA 于 扰 机 器 CPal-Bhadra et al. 2004), 

综 上 所 述 ， 这 些 研究 说 明了 非 编 码 RNA 在 引发 表 观 遗传 转换 和 可 继承 地 维持 染色 
质 模版 的 特定 染色 质 状态 中 具有 重要 的 ， 甚 至 可 能 是 最 根本 性 的 角色 。 事 实 上 ， 这 些 非 
编码 RNA 为 不 同 生 物体 中 众多 不 同 的 重复 序列 如 何 通过 RNA 靶 定 机 制 实现 异 染 色 质 
化 做 出 了 解答 。 在 植物 、 果 蝇 、 哺 乳 动 物 和 其 他 物种 中 ， 为 鉴定 更 多 的 RNA FRIE 
点 ， 通 过 对 小 RNA 测序 ， 揭 示 了 它们 大 部 分 由 内 源 转 座 子 和 其 他 重复 序列 转录 而 来 
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(Bernstein and Allis 2005; Almeida and Allshire 2005) 。 总 之 ， 这 些 结果 表明 RNA F 
扰 在 一 定 程度 上 通过 沉默 可 移动 的 DNA 元 件 和 病毒 参与 了 基因 组 稳定 性 的 维持 ， 并 且 
在 大 多 数 真 核 生物 中 是 一 种 非常 保守 的 机 制 。 然 而 现在 看 起 来 RNA 沉默 不 仅仅 抑制 了 
外 法 人 侵 序列 ， 而 且 这 种 基本 机 制 已 被 细胞 用 于 着 丝 粒 的 异 染 色 质 化 ， 从 而 确保 正确 的 
染色 体 分 离 和 基因 组 完整 性 。 

总 体 而 言 ， 上 述 例证 对 基因 调控 的 中 心 法 则 做 了 巨大 变动 ， 示 意 如 下 ，DNA= 非 
编码 RNA 一 染色 质 一 基因 功能 。 非 编码 RNA 积极 参与 类 似 RNA 干扰 的 机 制 ， 并 作用 
于 特定 区 域 导致 染色 质 重 塑 和 基因 沉默 的 观点 以 前 从 未 被 预见 过 。 


11. 从 单 细胞 系统 到 多 细胞 系统 


酿酒 酵母 和 裂 殖 酵母 基因 组 包含 的 5000 ~ 6000 个 基因 足以 满足 其 基础 代谢 和 细胞 
分 裂 过 程 的 需要 。 然 而 ， 由 于 这 些 单 细 胞 生物 基本 上 是 无 性 繁殖 的 ， 仿 佛 永远 不 朽 的 生 
命 体 ， 因 此 对 细胞 分 化 没有 要 求 。 相 比 之 下 ， 哺 乳 动物 细胞 需要 编码 约 25 000 个 基因 
以 满足 约 200 种 不 同 细胞 类 型 的 需要 。 因 此 ， 理 解 如 何 从 一 套 相同 的 遗传 模版 中 产生 并 
协调 多 细胞 的 复杂 性 是 表 观 遗传 学 研究 的 一 个 关键 问题 。 

通过 对 酵母 、 果 蝇 、 植 物 和 哺乳 动物 的 基因 组 进行 比较 ， 发 现 基因 组 的 大 小 是 随 着 
各 物种 的 复杂 程度 而 显著 扩 增 的 。 酵 母 和 哺乳 动物 基因 组 的 大 小 相差 超过 300 倍 ， 但 是 
基因 数量 却 仅仅 增加 了 4~5 售 (图 3-15) 。 但 是 ， 编 码 区 与 非 编码 区 和 重复 序列 的 比值 
表明 了 基因 组 的 复杂 性 : 与 多 细胞 生物 高 度 异 染色 质 化 的 基因 组 相 比 ， 单 细胞 真菌 类 的 
基因 组 绝 大 多 数 处 于 “开放 ”状态 ， 基 本 上 没有 什么 非 编码 区 。 尤 其 是 哺乳 动物 积聚 有 
大 量 的 重复 元 件 和 非 编 码 区 ， 它 们 占据 了 大 部 分 DNA 序列 (52% 非 编码 区 和 44% 重 复 
DNA) 。 因 此 ， 哺 乳 动物 只 有 4% 的 基因 组 用 于 编码 功能 蛋白 (包括 内 含 子 序列 )。 多 细 
-~ 胞 生物 中 重复 序列 及 非 编码 区 的 大 量 增 加 很 有 可 能 是 由 于 整合 了 人 侵 的 外 来 元 件 ， 例 如 
DNA EF. RRP MAST. REEMA ARAB NIHR iB, 
但 它们 也 使 基因 组 得 以 进化 并 保持 其 可 塑性 ， 以 及 一 定 程 度 的 随机 的 基因 调节 。 重 复元 
件 的 扩 增 甚至 渗透 到 了 哺乳 动物 基因 组 的 转录 单元 ， 使 得 转录 单元 经 常 变 得 更 大 (30~ 
200 kb) ， 且 其 非 翻 译 的 内 含 子 区 常常 有 多 重启 动 子 和 DNA 重复 序列 的 存在 。 相 反 ，， 
虽然 植物 也 拥有 相似 的 大 基因 组 ， 但 是 它们 一 般 只 有 较 小 的 转录 单元 和 内 含 子 ， 这 是 因 
为 它们 进化 出 一 套 防 御 机 制 以 保证 其 转录 单元 内 不 会 出 现 转 座 子 的 插入 。 

虽然 不 同 物种 中 一 些 作 用 机 制 具有 高 度 的 功能 保守 性 ,但 不 同 物 种 所 用 的 表 观 遗传 
通路 类 型 有 着 重要 的 物种 差异 性 。 在 一 定 程度 上 ， 这 种 差异 与 基因 组 的 大 小 有 关 。 高 等 
真 核 细 胞 基因 组 的 高 度 扩 增 (包括 非 编码 区 和 重复 DNA 序列 ) 需要 更 为 广泛 的 表 观 遗 
传 沉默 机 制 。 相 应 的 ， 在 哺乳 动物 与 植物 中 存在 大 量 的 阻 遏 性 组 蛋白 赖 氨 酸 甲 基 化 、 
DNA FHEA RNA 干扰 沉默 机 制 。 伴 随 多 细胞 生物 的 另 一 挑战 是 如 何 协调 和 维持 细 
胞 类 型 (细胞 特征 性 ) 的 多 样 性 。 这 是 一 个 精确 的 平衡 ， 包 括 聚 梳 〈PcG) 和 三 胸 
(trxG〉 家 族 的 蛋白 复合 物 对 基因 组 的 调节 ， 特 别 是 聚 梳 蛋白 与 多 细胞 的 出 现 相关 联 
(参见 第 12 章 ) 。 
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IAS ASR Cmorphogens) 的 一 些 信号 通路 ， 调 节 干 细胞 的 特征 性 和 增殖 ， 植 物种 子 
的 春 化 ， 同 源 异型 基因 的 转化 和 转 决定 , B 细胞 和 工 细 胞 分 化 过 程 中 的 世系 决定 ， 以 及 
多 细胞 生物 发 育 的 其 他 许多 方面 〈 见 第 11 章 和 12 章 )。 我 们 将 简要 阐述 PcG 和 trxG 
基因 家 族 是 如 何 通过 染色 质 结构 将 发 育 线索 转换 成 “ 表 观 遗传 记忆 ”的 。 

Polycomb 和 Trithorax 家 族 的 蛋白 在 功能 大 臻 相互 持 抗 ，PcG 家 族 的 蛋白 建立 一 
种 沉默 的 染色 质 状 态 ， 而 trxG 家 族 的 蛋白 一 般 则 促进 基因 活性 。 能 够 在 若干 代 细 胞 之 
间 稳 定 基 因 沉 默 模 式 的 Pc 基因 的 发 现 为 “细胞 ”或 “ 表 观 遗传 ”记忆 的 分 子 机 制 提供 
了 最 初 的 证 据 。 同 样 ，Polycomb 为 与 异 染 色 质 相关 蛋白 HP1 chromo 结构 域 高 度 相似 
的 含 chromo 结构 域 的 蛋白 提供 了 例证 (Paro and Hogness 1991) 。 在 前 文中 已 经 提 到 ， 
chromo 结构 域 已 被 证 明 是 一 种 组 蛋白 甲 基 化 的 赖 氨 酸 的 专 一 性 结合 因子 (图 3-10) 。 

在 果 蝇 中 已 经 鉴定 出 约 20 个 PcG 基因 和 至 少 15 种 不 同 的 trxG 基因 。 功 能 分 析 表 
明 这 些 基因 产生 许多 不 同类 型 的 蛋白 质 ， 而 这 些 蛋 白 在 真 核 生 物 中 高 度 保守 。PcG 基 
因 的 编码 产物 包括 DNA 结合 蛋白 (如 YY1)、 组 蛋白 修饰 酶 (如 Ezh2) 和 其 他 具有 
H3K27me3 灯 和 能 力 的 chromo 结构 域 的 抑制 性 染色 质 相关 因子 (如 PC)。TrxG 基因 
编码 转录 因子 (如 GAGA 或 Zeste)、ATP 依赖 的 染色 质 重 逆 酶 (如 Brahma) 和 HK- 
MT， 例 如 Ashl Al Trs (或 其 哺乳 动物 同 源 物 MLL、Setl 和 MLL 家 族 )。 大 多 数 情 况 
下 ，trxG 和 PcG 家 族 的 蛋白 作为 不 同 复合 物 中 的 组 分 而 起 作用 ， 以 建立 稳定 的 染色 质 
结构 促进 或 沉默 受 发 育 调节 的 基因 的 表达 〈 见 第 11 和 第 12 章 )。 

尽管 最 近 取得 了 一 些 进展 ， 但 是 包含 PcG 或 trxG 的 复合 物 被 靶 定 到 发 育 调节 的 相 
天 染色 质 区 域 的 机 制 还 不 是 很 清楚 。 果 蝇 中 ， 可 遗传 的 基因 抑制 需要 将 PcG 蛋白 复合 
物 募集 到 称 为 Polycomb 应 答 元 件 (Polycomb response element, PRE) 的 DNA 元 件 
上 。 但 在 哺乳 动物 中 尚未 发 现 对 应 的 DNA 元 件 。 尚 不 清楚 PG 蛋白 复合 物 是 如 何以 一 
种 PRE 依赖 的 形式 导致 长 距离 基因 沉默 的 ， 因 为 PRE 通常 与 靶 基 因 的 转录 起 始 位 点 相 
距 数 千 个 碱 基 。 可 以 假想 对 PcG 复合 物 的 排斥 或 募集 有 可 能 是 通过 转录 活性 的 改变 或 
有 效 及 无 效 mRNA 加 工 加 以 区 分 的 〈Pirrotta 1998; Dellino et al. 2004; Schmitt et al. 
2005) 。 现 在 的 模型 支持 ，PcG 结合 是 通过 其 与 DNA 结合 蛋白 的 相互 作用 以 及 PC 蛋白 
中 chromo 结构 域 与 H3K27me3 修饰 的 组 蛋白 的 亲和力 (Cao et al. 2002), Sit, PcG 
复合 物 在 体外 能 够 与 缺失 组 蛋白 尾部 的 核 小 体 相互 作用 (Francis et al. 2004), 并且 
PRE 元 件 具 有 较 低 的 核 小 体 密度 (Schwartz et al. 2005) 。 对 于 这 些 矛 盾 现 象 最 合理 的 
解释 是 内 源 PG 的 结合 最 初 需要 与 DNA 结合 因子 的 相互 作用 ， 这 种 作用 被 与 附近 染色 
质 区 域 的 核 小 体 和 修饰 的 H3K27me3 的 相互 作用 而 进一步 稳定 。 显 然 ， 将 有 关 PcG 复 
合 物 是 如 何 靶 定 到 染色 质 区 域 ， 以 及 它们 是 如 何 介 导 沉 默 的 现 有 证 据 联系 起 来 还 需要 进 
行 大 量 的 研究 。 由 于 PcG 复合 物 的 差异 性 ， 这 有 可 能 是 物种 特异 的 (参见 第 11 章 ) 。 

通常 ，TrxG 和 蛋 日 参与 维持 靶 基 因 表 达 的 活跃 状态 并 克服 〈 或 阻止 )》 PcG 介 导 的 基 
因 沉 默 。 对 这 一 转折 过 程 的 了 解 更 少 ， 但 是 最 新 证 据 表 明 一 种 基于 RNA 的 机 制 能 将 
Ashl 募集 到 目标 启动 子 上 (Sanchez-Elsner et al，2006) 。 一 系列 染色 质 结构 的 瞬时 和 
稳定 改变 被 认为 是 继 发 性 的 ， 可 能 申 基因 间 转 录 所 促使 ， 因 其 能 建立 起 一 个 开放 的 染色 
质 区 域 并 介 导 活跃 的 组 蛋白 置换 。 已 报道 的 染色 质 改 变 包 括 trxG HKMT (如 Trx 和 
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Ash1) 催化 的 “激活 性 ”的 组 蛋白 - 赖 氨 酸 甲 基 化 标签 的 挫 入 和 这 些 标签 的 识别 (如 
WDR5 识别 H3K4me; Wysocka et al. 2005), trxG ATP 依赖 的 染色 质 重 塑 因子 例如 
Brahma 的 作用 也 是 必需 的 ， 尽 管 还 不 完全 清楚 这 些 机 制 间 是 如 何 联系 的 〈 详 见 第 12 
章 ) 。 

在 正常 细胞 中 ， 许 多 PcG 和 trxG 和 蛋白 协调 作用 ， 使 抑制 性 的 异 染 色 质 和 活化 的 常 
染色 质 维 持 在 一 个 受到 严密 调控 的 水 平 。 在 哺乳 动物 体 细胞 分 裂 间 期 的 细胞 核 中 ， 形 态 
学 分 析 显 示 着 丝 粒 周 边 异 染色 质 的 组 成 型 区 域 组 成 15 一 20 个 点 状 结构 (图 3-16) 。 导 致 
发 育 异常 和 瘤 症 的 细胞 命运 和 增殖 控制 的 失调 常 表现 为 异常 的 细胞 核 形 态 。 例 如 ， 
PML 白血病 细胞 (与 MLL 相关 〉 的 细胞 核 中 失去 了 着 丝 粒 周边 异 染色 质点 状 结构 
(Di Croce 2005)。 相 反 的， 衰老 (不 增殖 ) 的 细胞 则 具有 大 的 新 出 现 的 异 染 色 质 簇 
(Narita et al. 2003; Scaffidi et al，2005) 。 因 此 ， 核 形态 学 似乎 是 一 种 区 分 正常 与 异常 
细胞 状态 的 很 好 的 标记 ， 这 表明 核 结构 可 能 在 维持 染色 质 的 特定 区 域 中 具有 调节 作用 。 


“ 受 保护 的 ” 
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图 3-16 PcG 和 trxG 蛋白 决定 细胞 特征 性 
在 胚胎 发 生 过 程 中 ， 根 据 细 胞 分 化 能 力 的 不 同 ， 建 立 起 两 种 细胞 组 分 : 全 能 性 的 生殖 细胞 和 只 其 
有 有 限 分 化 潜能 的 体 细胞 〈 包 括 干细胞 ) 。 生 殖 细 胞 或 干细胞 基因 组 表达 能 力 的 可 塑性 是 通过 抑制 
性 组 蛋白 标记 的 减少 体现 的 ， 着 丝 粒 周边 区 域 没 有 可 见 的 抑制 性 组 蛋白 标记 的 点 状 结构 。 正 常 增 
殖 细胞 的 典型 核 形态 特征 是 存在 15 一 20 个 异 染 色 质 点 状 结构 。 包 含 Polycomb 和 Trithorax 的 复合 
物 在 界定 表 观 遗传 特征 性 ， 并 进一步 界定 不 同 世系 的 细胞 特征 性 中 共同 发 挥 作用 。 它 们 也 能 够 对 
于 外 界 “胁迫 ”刺激 做 出 应 答 ， 促 进 细胞 增殖 并 进行 适当 的 基因 表达 。 训 老 〈 老 化 ) 细胞 中 基因 
组 可 塑性 和 增殖 能 力 丧 失 ， 其 标志 是 异常 大 的 异 染色 质 区 域 和 整体 抑制 性 组 蛋白 标记 的 增加 。 然 
而 ， 在 高 度 增 殖 的 肿瘤 细胞 中 ， 存 在 着 由 于 PcG 和 TrxG 组 蛋白 修饰 酶 失调 而 导致 的 抑制 性 与 活 
化 性 组 蛋白 标记 平衡 状态 的 改变 。 辐 时 ， 这 一 现象 伴随 着 核 形 态 学 的 带 乱 。 


组 蛋白 修饰 水 平 的 高 低 是 细胞 正常 与 否 的 另 一 指标 。 这 类 变化 多 起 因 于 PcG 如 
Ezh2) 或 trxG (如 MLL) HKMT 的 失调 ， 从 而 导致 肿瘤 发 生 甚至 转移 〈 见 第 15 市 )。 
事实 上 ， 上 述 蛋 白 中 任何 一 种 的 整体 水 平 的 上 升 都 与 前 列 腺 癌 、 和 乳腺 癌 、 多 重 骨 髓 瘤 或 
白血病 的 发 病 几 率 呈 正 相 关 性 (Lund and van Lohuizen 2004; Valk-Lingbeek et al. 
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2004) 。 在 其 他 致 瘤 性 转化 的 例子 中 ， 存 在 抑制 性 组 蛋白 标记 的 明显 降低 和 乙酰 化 水 平 
的 整体 升 高 (Seligson et al. 2005), 它们 导致 了 基因 转录 水 平和 基因 组 不 稳定 性 的 上 
升 。 显 然 ， 通 过 干扰 组 蛋白 修饰 酶 而 引发 的 染色 质 整体 控制 的 改变 影响 了 基因 组 的 功 
能 ， 并 破坏 了 正常 细胞 基因 正确 的 表达 模式 。 

对 于 细胞 的 衰老 ， 抑 制 性 组 蛋白 标记 的 增加 也 是 细胞 功能 发 生 紊乱 的 指标 。 这 与 相 
伴随 的 组 蛋白 乙酰 化 的 减少 ， 能 够 增强 甚至 增加 沉默 染色 质 的 水 平 ， 降 低 细 胞 的 可 塑 
性 ， 并 驱使 细胞 进入 一 种 抗 增殖 状态 (Scaffidi et al. 2005), 这 主要 是 一 种 与 年 龄 相关 
的 作用 ， 尽 管 儿 童 早 老 症 这 种 疾病 能 够 使 训 老 提前 。 相 反 的 ， 在 缺失 甲 基 转移 酶 
Suv39h 的 突变 体 中 ， 着 丝 粒 周边 区 域 抑制 性 的 甲 基 化 标记 减少 ， 细 胞 表现 出 更 高 程度 
的 不 朽 性 ， 不 再 发 生 衰 老 并 伴 有 高 度 的 基因 组 不 稳定 性 (Braig et al. 2005)。 这 些 例子 
表明 ， 通 常 由 PcG 和 trxG 酶 所 介 导 的 特征 性 组 蛋白 标记 水 平 改变 所 代表 的 染色 质 异 常 
与 核 形 态 的 变化 是 疾病 进程 的 一 种 重要 指标 。 


13. X 染色 体 失 活 和 兼 性 异 染 色 质 


PcG 介 寻 的 基因 沉默 和 染色体 失 活 是 染色 质 从 活化 状态 到 非 活 化 状态 转变 的 发 
育 调节 的 重要 例证 (参见 图 3-17)， 这 种 非 活 化 状态 的 染色 质 通 常 被 称 为 兼 性 异 染 色 
质 。 这 是 相对 于 组 成 型 异 染 色 质 〈 如 着 丝 粒 周 围 区 域 ) 来 说 的 ， 后 者 可 能 是 染色 质 的 默 
认 状 态 ， 产 生 于 非 编 码 和 高 度 重复 区 域 (已 在 前 几 节 中 讨论 )。 兼 性 异 染 色 质 出 现在 基 
因 组 的 编码 区 ， 其 基因 沉默 依赖 于 决定 特定 细胞 命运 的 发 育 过 程 ， 且 这 种 沉默 状态 在 某 
些 情况 下 可 道 。 

X 染色 体 失 活 是 研究 兼 性 染色 质 形成 最 清楚 的 例证 ， 在 雌性 哺乳 动物 中 两 条 X 染 
色 体 之 一 失 活 以 补偿 只 拥有 一 条 X 染色 体 “〈 与 一 条 异型 Y 染色 体 ) 的 雄性 体内 X- 连 锁 
基因 的 表达 剂量 (第 17 章 )。 失 活 X BK (XD 全 染色 体 范 围 内 的 基因 沉默 导致 Xi 
高 度 紧缩 ， 并 呈现 为 可 见 的 巴 氏 小 体 结构 ， 定 位 于 崔 性 哺乳 动物 细胞 核 的 外 围 。 两 个 X 
“染色体 是 如 何 被 识别 ， 又 如 何 选 定 一 条 特定 的 X 染色 体 并 使 之 失 活 ， 这 些 都 是 当今 表 
观 遗 传 研究 面临 的 挑战 性 问题 。 

X 染色 体 失 活 需要 一 个 很 大 的 “〈 约 17 kb) 非 编 码 RNA，Xist， 它 似乎 是 Xi 染色 
质 重 塑 的 初始 诱因 。 尽 管 Xist 与 其 反 义 转录 物 Tsis 〈 只 在 X 染 色 体 失 活 之 前 表达 ) 之 
间 有 形成 dsRNA 的 潜能 ,但 还 没有 RNAi 机 制导 致 X 染色体 失 活 的 有 力 证 据 。X 染色 
体 失 活 中 心 (X inactivation center，XIC) 可 能 作为 Xist RNA 在 DNA ER “ADO” 或 
“停泊 ”位 点 〈 推 测 为 和 染色 体 富 集 的 特定 重复 DNA 元 件 )， 在 Xit 的 结合 并 作为 骨 
架 分 子 以 顺 式 方式 装饰 Xi 的 过 程 中 发 挥 作用 。Xist 促进 PRC 和 PRC 复合 物 的 募集 
和 发 挥 功能 ， 后 者 参与 建立 稳定 的 失 活 尺 染色 体 。 例 如 ，PRC2 复合 物 包含 HKMT 染 
色 质 修饰 酶 -EZH2， 催 化 H3K27 的 三 甲 基 化 。PRC1 复合 物 结合 则 同时 被 H3K27me3 
和 组 生日 修饰 非 依赖 方式 所 促进 ， 而 复合 物 中 的 其 他 组 分 如 Ring] 蛋白 能 够 将 H2A 泛 
素 化 。 这 就 是 PcG 复合 物 的 异 质 性 ， 也 就 是 说 不 同 组 分 能 够 独立 于 其 他 组 分 而 发 挥 作 
用 。 染 色 质 修饰 、PecG 复合 物 的 结合 以 及 后 来 一 系列 组 蛋白 变 体 沿 X 染色 体 的 挫 人 和 
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3-17 RNA 介 导 的 染色 质 抑 制 状态 的 诱导 
不 同形 式 的 染色 质 沉 默 具 有 不 同 的 初始 信号 ， 但 许多 都 可 能 与 RNA 转录 物 相 关 〈 从 异常 转录 物 ， 
到 Xist RNA， 再 到 dsRNA)， 取 决 于 所 作用 的 DNA 序列 。 它 引发 了 一 系列 的 染色 质变 化 ， 包 括 
组 蛋白 修饰 的 组 合 (H3K9、H3K27 和 H4K20 甲 基 化 )， 抑 制 性 蛋白 或 复合 物 〈 如 Pc 或 HP1) 的 
结合 ，DNA 甲 基 化 和 组 蛋白 变 体 〈 如 失 活 X 染色体 上 的 macroH2A) 的 存在 。 兼 性 或 组 成 型 异 染 
色 质 在 细胞 核 内 均 旦 现 可 见 的 聚集 状 结构 。 常 染色 质 抑制 则 不 能 通过 细胞 核 的 形态 学 模式 来 确定 。 


KEK DNA 甲 基 化 都 参与 了 整个 失 活 X 染色体 上 兼 性 异 染色 质 结构 的 形成 。 一 旦 一 个 
稳定 的 异 染 色 质 结构 已 经 形成 ， 其 维持 不 再 需要 Xis RNA 的 存在 (Avner and Heard 
2001; Heard 2005) 。 基 因 组 印记 是 另 一 种 类 似 的 单 等 位 基因 沉默 形式 ， 它 也 通过 使 用 
非 编 码 RNA REX RNA， 以 亲本 特异 性 的 形式 来 沉默 等 位 基因 中 的 一 个 拷贝 (第 19 
章 ) 。 现 在 还 不 清楚 Dicer 突变 的 小 鼠 胚 胎 干细胞 是 否 及 如 何 影响 X 染色 体 失 活 或 基因 
组 印记 的 。 

作为 经 典 的 表 观 遗传 调控 机 人 制 的 通用 范例 ， 剂 量 补偿 在 其 他 模式 生物 ， 尤 其 是 C. 
elegans (Meyer et al. 2004; 第 15 章 ) 和 Drosophila (Gilfillan et al. 2004; 第 16 Æ) 
中 已 被 阐述 。 然 而 ， 目 前 还 不 清楚 这 种 剂量 补偿 是 否 存在 于 鸟 类 中 ， 尽 管 它 们 是 异 配子 
生物 。 在 果 蝇 中 ， 性 别 之 间 的 剂量 补偿 并 不 是 通过 上 肉 性 的 六 染色 体 失 活 ， 而 是 通过 雄 
性 体内 单一 X 染 色 质 上 基因 表达 的 两 倍 上 调 来 实现 的 。 有 趣 的 是 ， 两 种 非 编 码 RNA, 
roX1 和 roX2 ， 被 认为 是 非常 重要 的 元 件 ， 它 们 的 表达 具有 雄性 特异 性 。 虽 然 类 似 的 机 
制 细节 可 能 存在 于 果 蝇 和 哺乳 动物 间 ， 但 显然 ， 活 性 的 染色 质 重 塑 和 组 蛋白 修饰 ， 尤 其 
是 MOF 依赖 的 雄性 X 染 色 体 的 H4K16 乙酰 化 ， 在 果 蝇 的 剂量 补偿 中 起 了 重要 的 作用 。 
组 蛋白 修饰 活性 ， 例 如 MOF 组 蛋白 乙酰 转移 酶 ， 是 怎样 被 精确 地 定位 于 雄性 X 染色 体 


表 观 遗传 学 


上 仍然 是 未 来 研究 所 面临 的 一 个 挑战 。 此 外 ，ATP 依赖 的 染色 质 重 塑 活性 ， 例 如 ， 
NURF 〈 核 小 体重 塑 因 子 ) 被 认为 与 剂量 补偿 复合 物 (dosage compensation complex, 
DCC) 的 活性 相持 抗 。 

本 下 与 第 11、12 PARET RNA 介 导 的 染色 质 修饰 的 机 理 ， 因 为 它们 作用 于 
组 成 型 异 染 色 质 的 形成 ，X 染色 体 的 失 活 ， 还 可 能 参与 了 PcG 介 导 的 基因 沉默 。 鉴 于 
这 种 极 具 诱惑 的 类 比 ， 人 们 可 以 猜测 某 种 RNA 或 非 配对 的 DNA 也 许 是 促进 PcG 复合 
WE PRE 或 无 活性 局 动 子 处 稳定 积聚 的 最 初 诱因 ， 因 为 它们 能 够 “感知 ”到 转录 进程 
的 质量 。 异 常 或 停顿 的 转录 延伸 和 /或 剪 切 的 错误 可 能 刺激 PRE 结合 的 PcG 与 启动 子 
相互 作用 ， 导 致 转录 终止 。 这 样 的 话 ，PcG 沉默 的 起 始 是 被 从 有 效 转录 转 为 无 效 转 录 
的 过 程 所 诱导 。 哪 一 trxG 复合 物 ， 如 何 利用 RNA 质量 监控 或 初始 RNA 转录 产物 的 加 


工 来 实现 对 转录 “开启 ”状态 的 维持 ， 正 开始 被 人 们 所 解析 (Sanchez-Elsner et al. 
2006), 
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期 胚胎 细胞 作为 “终极 ”干细胞 ， 不 同 于 其 他 细胞 群体 ， 因 为 它们 具有 全 能 性 。 尽 管 哺 
乳 动物 中 的 细胞 命运 决定 导致 约 200 种 不 同 的 细胞 类 型 存在 ， 本 质 上 ， 只 存在 两 种 主要 
的 分 化 转变 ， 从 干细胞 〈 多 能 性 的 ) 到 完全 分 化 的 细胞 和 由 静 息 细胞 CL BRA OG, 
期 ) 到 增殖 细胞 。 这 代表 了 大 量 处 于 过 渡 状 态 细胞 的 极端 情况 ， 这 与 哺乳 动物 发 育 过 程 
中 表 观 基因 组 “组 分 ”的 多 样 性 是 一 致 的 。 胚 胎 发 生 过 程 中 ， 在 从 受精 卵 母 细胞 到 胚 
泡 ， 再 到 着 床 、 原 肠 胚 形成 、 器 官 发 育 和 有 眶 胎 发 育 的 过 程 中 ， 表 观 遗 传 修饰 存在 动态 性 
的 增加 。 大 部 分 的 修饰 或 印记 能 够 通过 将 分 化 细胞 的 细胞 核 移 植 到 去 除 细胞 核 的 卵 母 细 
胞 的 细胞 质 中 得 以 去 除 。 然 而 ， 一 些 标签 仍然 存在 ， 并 限制 克隆 胚胎 的 正常 发 育 ， 一 些 
甚至 能 够 以 生殖 细胞 修饰 〈g-mod) 的 形式 被 遗传 〈 参 见 图 3-18)， 在 哺乳 动物 细胞 中 ， 
这 可 能 包括 DNA 甲 基 化 。 

尽管 大 部 分 组 织 不 能 够 被 重 编程 ， 肝 及 再 生 或 肌 细胞 修复 是 哺乳 动物 组 织 中 的 特 
例 ， 它 们 能 够 在 遭 到 损伤 之 后 再 生 。 在 其 他 生物 体 中 ， 例 如 植物 和 暴 蚌 ， 特 定 的 体 细 胞 
能 够 对 其 表 观 基因 组 进行 重 编程 并 重新 进入 细胞 周期 来 重建 丢失 的 或 损伤 的 组 织 
(Tanaka 2003) 。 一 般 说 来 ， 体 细胞 的 重 编程 是 不 可 能 的 ， 除 非 利 用 去 核 卵 母 细胞 的 核 
移植 技术 (nuclear transfer, NT) 来 “操纵 ”早期 发 育 的 重演 。 这 最 早 在 克隆 爪 蟾 中 ， 
最 近 又 在 第 一 只 克隆 哺乳 动物 “多 莉 ” 的 产生 (Campbell et al. 1996， 见 第 22 章 ) 中 
被 论证 。 

哺乳 动物 体 细 胞 重 编程 的 高 效 性 面临 三 种 已 知 的 主要 障碍 。 第 一 ， 特 定 体 细胞 的 表 
观 遗 传 标 签 〈 如 抑制 性 的 H3K9me3) 能够 通过 体 细胞 分 列 进 行 稳定 传播 ， 并 抵制 卵 母 
细胞 的 重 编 程 。 第 二 ， 体 细胞 的 细胞 核 不 能 够 重演 受精 胚胎 中 所 发 生 的 重 编程 的 不 对 称 
性 ， 因 为 后 者 从 父 本 和 母 本 单 倍 体 基因 组 继承 了 不 同 的 表 观 遗传 标记 〈 见 Mayer et al. 
2000; van der Heijden et al. 2005; 第 20 章 )。 第 三 ， 对 胚胎 及 胎盘 发 育 非常 重要 的 印 
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图 3-18 核 转 移 导 致 的 重 编程 
在 一 个 个 体 的 生命 周期 中 ， 表 观 遗 传 修饰 (mod) 在 不 网 的 细胞 谱系 中 是 必需 的 〈 左 )。 体 
细胞 核 移 植 (nuclear transfer, NT) 逆转 了 终端 分 化 的 进程 ， 去 除了 绝 大 多 数 的 表 观 遗传 
标记 。 然 而 一 些 在 生殖 细胞 中 也 存在 的 修饰 (g-mod) 不 能 被 抹 除 。 在 一 系列 遗传 突变 (E 
号 ) 所 导致 的 致 瘤 性 转化 〈 从 正常 细胞 到 肿瘤 细胞 ) 中 ， 表 观 遗 传 损伤 (mo) 逐渐 累积 。 
它们 能 通过 核 移 植 的 重 编程 被 去 除 ， 而 突变 则 不 能 。 这 说 明 遗 传 学 与 表 观 遗传 学 在 肿瘤 发 
生 中 相互 影响 。 图 片 由 R，Jaenisch 提供 。 


记 化 区 域 的 传承 不 能 在 核 转移 实验 中 被 如 实 保持 (Morgan et al. 2005) 。 大 部 分 克隆 胚 
胎 的 天 折 表 明 混乱 的 表 观 遗传 印记 是 正常 发 育 的 瓶颈 ， 这 也 可 能 是 辅助 生殖 技术 Cas- 
sisted reproductive technologies, ART) 效率 低 和 克隆 动物 活力 弱 的 原因 。 

相对 于 体 细胞 而 言 ， 胚 胎 干 细胞 〈embryonic stem cells, ES) 具有 更 强 的 重 编程 
潜能 。 静 息 细胞 干细胞 常 有 的 一 种 特性 ) 中 整体 H3K9me3 和 H4K20me3 水 平 的 降 
低 有 可 能 意味 着 其 表 观 基因 组 具 较 强 的 可 塑性 (Baxter et al，2004)。 这 与 “不 朽 的 ” 
单 细 胞 生物 体 〈 如 酵母 )》 拥有 一 个 大 臻 “开启 ”和 活化 的 基因 组 ， 而 缺少 一 些 抑 制 性 表 
观 遗 传 机 制 的 现象 相 一 致 。 

受精 后 ， 哺 乳 动物 正常 表 观 遗传 重 编程 的 另 一 个 特性 是 其 明显 的 不 对 称 性 。 这 首先 
应 归结 于 雄性 及 上 肉 性 生殖 细胞 中 不 同 的 表 观 遗传 特性 ( 见 第 19 章 和 第 20 章 )。 精 子 基 
因 组 大 部 分 由 精 蛋 白 组 成 ， 虽 然 还 具有 残留 的 ， 但 仍 具 重要 意义 的 CENP-A (一 种 H3 
组 蛋白 变 体 ) 和 其 他 可 能 的 表 观 遗传 印记 (Kimmins and Sassone-Corsi 2005), ii 5843 
细胞 则 具有 常规 的 包含 核 小 体 的 染色 质 。 受 精 后 ， 精 细胞 与 卵 母 细 胞 的 单 倍 体 基 因 组 会 
经 历 新 一 轮 的 重 编程 ， 包 括 DNA 去 甲 基 化 和 组 蛋白 变 体 的 替换 。 这 些 修饰 能 够 在 核 融 
合 之 前 的 第 一 轮 细胞 周期 中 提高 或 平衡 两 套 亲 本 基因 组 之 间 的 表 观 差异 。 在 胚胎 〈 即 内 
细胞 群 或 ICM) Ah [ 即 滋养 外 胚层 “TE) 和 胎盘 ] 组 织 的 分 化 过 程 中 ， 不 同志 系 
中 建立 起 不 同 的 DNA 甲 基 化 和 组 蛋白 修饰 模式 (Morgan et al，2005)。 体 细胞 克隆 不 
能 够 如 实地 重演 这 些 重 编程 模式 ， 表 现 为 第 一 个 细胞 周期 中 的 快速 但 不 全 面 的 DNA 去 
甲 基 化 ， 以 及 ICM 和 TE 细胞 中 DNA 甲 基 化 和 组 蛋白 赖 氨 酸 甲 基 化 的 异常 。 

印记 基因 的 命运 是 与 体 细胞 重 编程 紧密 相关 的 问题 。 对 于 正常 的 胚胎 发 育 ， 印 记 化 
区 域 正 确 的 等 位 基因 表达 是 必需 的 〈 见 第 19 章 )。 单 亲 胚 胎生 殖 实 验 对 此 做 出 了 论证 
(McGrath and Solter 1984; Barton et al. 1984; Surani et al. 1984) 。 雄 源 胚 胎 〈 两 套 
基因 组 都 来 源 于 雄性 ) 的 胚胎 发 育 较为 迟缓 ， 但 胚 外 组 织 〈 如 胎盘 ) 却 出 现 过 度 增殖 。 


表 观 遗传 学 


肉 源 或 单 性 生殖 的 胚胎 中 两 套 基因 组 都 来 源 于 上 肉 性 )， 胎 盘 发 育 不 全 。 因 此 ， 在 生殖 
细胞 中 ， 亲 本 特异 性 印记 必须 在 擦 除 原 有 标签 之 后 重新 建立 〈( 见 第 20 章 )。 科 学 家 们 相 
信 ， 这 发 生 在 大 约 100 个 或 更 多 的 与 胚胎 及 胎盘 发 育 资 源 供给 系统 相关 的 印记 化 基因 
(如 Ig 记 生长 因子 ) 上 。 有 趣 的 是 ， 有 证 据 显 示 ， 通 过 辅助 生殖 技术 (assisted repro- 


ductive techniques, ART) 或 核 移植 得 到 胚胎 在 体外 培养 过 程 中 ， 印记 可 能 被 打 乱 
(Maher 2005), 
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细胞 的 自我 更 新 与 分 化 之 间 存 在 着 一 个 微妙 的 平衡 。 致 瘤 性 转化 〈 也 和 党 被 称 为 肿瘤 
RE) 是 细胞 发 生 一 系列 改变 的 过 程 ， 包 括 细胞 增殖 的 失控 、 检 验 点 (checkpoint〉 控 
制 机 制 的 丢失 导致 染色 体 异 常 和 基因 组 非 整 倍 性 的 累积 ， 以 及 细胞 分 化 的 错误 调节 等 
(Lengauer et al. 1998) 。 这 通常 被 认为 起 因 于 至 少 一 个 遗传 损伤 ， 如 点 突变 、 缺 失 或 者 
易 位 破坏 了 折 痛 基因 (tumor suppressor gene) 或 况 基 因 (oncogene) (Hanahan and 
Weinberg 2000) 。 可 能 是 瘤 细 胞 中 的 抑 癌 基因 被 沉默 ， 也 可 能 是 正常 基因 《〈 原 瘤 基因 ) 
通过 显 性 突变 或 过 量 表达 被 激活 成 癌 基 因 。 重 要 的 是 ， 异 常 表 观 遗传 修饰 的 累积 也 伴随 
着 肿瘤 细胞 的 形成 〈 见 第 24 BE), 。 这 些 表 观 遗 传 的 改变 包括 DNA 甲 基 化 模式 、 组 蛋 日 
修饰 和 染色 体 结构 的 改变 (图 3-19) 。 因 此 ， 致 瘤 性 转化 是 一 个 复 好 的 多 步骤 过 程 ， 写 
通过 遗传 或 表 观 遗传 事件 导致 随机 性 瘤 基 因 激 活 和 /或 抑 癌 基 因 沉 默 ， 也 即 所 谓 的 
“Knudson 双重 打击 ”理论 (Feinberg 2004; Feinberg and Tyko 2004)。 举 例 来 讲 ， 视 
网 膜 母 细 胞 瘤 基因 〈retinoblastoma，Rb， 一 种 抑 癌 基因 ) 的 沉默 导致 检验 点 的 消失 ， 
不 但 有 利于 OR) 细胞 的 增殖 ， 还 通过 影响 与 维持 基因 组 稳定 性 的 染色 体 结构 相关 的 下 
游 功 能 来 促使 肿瘤 发 生 的 “二 次 打击 ”(Gonzalo and Blasco 2005) 。 癌 基因“〈 如 myc 基 
A) 的 不 恰当 激活 也 会 导致 类 似 的 后 果 。 

当前 研究 提出 的 问题 之 一 是 ， 异 常 的 表 观 遗传 变化 对 肿瘤 发 生 率 及 其 整个 进程 究竟 
有 多 大 程度 的 作用 ? 以 黑色 素 瘤 细胞 核 为 供 体 的 核 转 移 〈nuclear transfer, NT) 实验 
回答 了 这 一 问题 (Hochedlinger et al. 2004) 。 尽 管 供 体 细胞 的 每 一 个 遗传 损伤 均 被 保 
留 ， 但 核 转移 将 抹 去 其 表 观 遗传 特性 。 随 后 对 克隆 鼠 肿 瘤 发 生 率 的 研究 表明 ， 新 产生 的 
肿瘤 谱 变化 非常 大 ， 这 符合 不 同 组 织 中 表 观 遗传 修饰 对 刺激 肿瘤 发 生 有 着 不 同 作 用 的 
观点 。 

DNA {RP Æ4k, (hypomethylation) (与 之 相对 的 是 高 甲 基 化 ，hypermethylation) 
可 以 发 生 在 某 些 特定 区 域 或 整个 染色 体 区 都 可 能 发 生 。 事 实 上 ，DNA 低 甲 基 化 是 第 一 
种 与 癌症 相 联 系 的 表 观 遗传 转换 类 型 (Feinberg and Vogelstein 1983) 。 它 是 肿瘤 细胞 
一 种 广 为 存在 的 表 型 。 在 单 基因 水 平 上 ，DNA 低 甲 基 化 可 以 通过 对 原 瘤 基 因 的 激活 ， 
对 造成 异常 细胞 功能 的 基因 的 去 抑制 ， 或 者 印记 基因 的 双 等 位 基因 表达 〈 也 称 基 因 印 记 
丢失 ，LOI) ， 进 而 导致 肿瘤 发 生 〈 见 第 23 章 、24 章 )。 在 更 广 的 基因 组 水 平 上 ， 大 量 
的 DNA 低 甲 基 化 ， 特 别 是 组 成 型 异 染 色 质 区 的 DNA 低 甲 基 化 使 细胞 易于 发 生 染 色 体 
易 位 和 染色 体 非 整 倍 化 ， 从 而 导致 肿瘤 发 生 。 这 种 效果 在 Dnmtl 突变 体 中 得 以 体现 
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于 此 ， 与 一 种 表 观 遗传 状态 相对 应 的 修饰 往往 不 止 一 种 。 就 像 实 验证 据 所 表明 的 那样 ， 
更 多 的 是 在 某 染 色 质 区 域内 ， 由 几 个 (乃至 更 多 ) 信号 的 复合 效应 或 累积 作用 来 共同 稳 
定 和 传播 其 表 观 遗传 状态 (Fischle and Allis 2003b; Lachner et al. 2003; Henikoff 
2005). 

大 多 数 情 况 下 ， 转 录 因 子 的 结合 是 短暂 的 ， 并 在 随后 的 细胞 分 裂 过 程 中 丢失 。 对 于 
持续 性 基因 表达 模式 ， 在 后 续 的 每 次 细胞 分 裂 过 程 中 都 需要 转录 因子 。 因 此 ， 表 观 遗 传 
控制 能 够 以 染色 质 模板 为 媒介 ， 通 过 信息 的 遗传 传递 来 增强 原始 信号 〈 如 启动 子 刺 激 、 
基因 沉默 、 着 丝 粒 定义 ) 回 后 代 《〈 但 非 永久 性 ) 细胞 的 传递 (A 3-20). ARRE, S. 
pombe 中 依赖 Swi6 的 表 观 遗传 花 斑 能 够 被 组 蛋白 修饰 〈 多 为 H3K9me2) 在 多 次 细胞 
TR (MRA ZORA PM] (Grewal and Klar 1996) 。 人 们 利用 果 蝇 做 了 
相似 的 研究 ， 通 过 转录 激活 因子 的 单 次 刺激 ， 实 现 Hox 基因 表达 在 上 肉 性 生殖 细胞 系 中 
的 细胞 记忆 传递 《Cavalli and Paro 1999) 。 在 这 两 例 中 ， 表 观 遗 传记 忆 都 是 通过 染色 质 
变化 所 介 导 的 ， 包 括 了 不 同 的 组 蛋白 修饰 ， 很 可 能 还 有 组 和 蛋 蝗 变 体 的 挫 人 。 
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3-20 ”初始 信号 的 表 观 遗传 增强 〈 记 忆 / 遗 传 ) 

经 典 遗 传 学 认为 基因 表达 依赖 于 转录 因子 (transcription factor, TF) 的 存在 与 结合 。 这 种 因子 〈 即 初始 信号 ) 
的 去 除 导致 基 因 表达 的 消失 ， 因 此 属于 瞬时 激活 信号 。 染 色 体 结构 与 基因 表达 相关 ， 一 些 结构 是 抑制 性 的 ， 而 
一 些 是 激活 的 。 一 个 位 点 的 激活 有 可 能 通过 初始 信号 发 生 ， 从 而 导致 下 游 染色 质 结 构 改 变 ， 包 括 组 蛋白 的 激活 
性 共 价 修饰 和 组 蛋白 变 体 (如 H3. 3) 对 核心 组 蛋白 的 替换 。 通 过 细胞 分 裂 ， 这 种 染色 体 结构 可 能 只 在 激活 信号 
( 指 的 是 “ 重 现 信 号 ”) 存在 的 情况 下 才能 被 重建 。 表 观 遗 传记 忆 使 染色 质 在 细胞 分 裂 过 程 中 ， 即 使 是 在 最 初 激 
活 信号 消失 的 情况 下 ， 仍 然 维持 其 状态 。 这 种 记忆 系统 并 不 是 绝对 的 ， 它 包括 对 重 塑 染色 质 结构 的 多 层次 表 观 
遗传 调节 。 染 色 质 的 动态 特性 表明 ， 即 便 某 种 染色 质 状态 可 能 在 有 丝 分 裂 过 程 中 是 稳定 的 ， 它 仍 倾向 于 发 生 改 
变 ， 从 而 影响 表 观 遗传 记忆 的 时 间 。 


如 果 组 蛋白 修饰 共同 作用 ， 可 能 会 在 染色 质 模板 上 留 下 印记 以 帮助 标识 该 核 小 体 ， 
特别 是 如 果 这 一 信号 能 随 DNA 复制 而 复制 〈 图 3-20)。 为 了 更 加 稳定 的 继承 ， 组 绰 日 
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修饰 、 组 蛋白 变 体 挫 和 信和 染色 质 重 塑 的 相互 协作 将 使 某 片 染色 质 区 域 转变 为 持续 的 结 
构 ， 并 在 多 次 细胞 分 裂 中 得 以 传递 。 尽 管 列举 的 是 转录 “开启 ”状态 的 遗传 性 ， 类 似 的 
协作 也 发 生 在 抑制 性 表 观 遗传 机 制 中 ， 它 们 将 染色 质 区 域 锁 人 一 种 更 加 稳定 的 沉默 状 
态 ， 这 种 沉默 状态 被 额外 的 DNA 甲 基 化 所 加 强 。 

因此 ，DNA 双 螺 旋 可 以 被 认为 是 一 种 自 组 织 多 聚 体 ， 能 通过 其 在 染色 质 上 的 排列 
实现 对 表 观 遗传 控制 的 响应 ， 并 将 初级 信号 放大 成 为 一 种 更 为 长 期 的 “记忆 ”。 此 外 ， 
许多 组 蛋白 修饰 很 可 能 是 为 了 响应 细胞 内 在 或 外 来 刺激 所 产生 的 。 与 此 一 致 的 是 ， 染 色 
质 修饰 酶 需要 辅酶 如 ATP (激酶 ) 、 乙 酰 辅酶 A CHAT) 和 SAM (HKMT) 等 ， 它们 
的 细胞 含量 受 环境 变化 《如 饮食 ) 的 影响 。 因 此 ， 环 境 变 化 能 导致 一 种 更 为 动态 的 或 稳 
定 的 DNA- 组 蛋白 多 聚 体 。NAD- 依 赖 的 HDAC、Sir2 就 是 很 好 的 例子 ， 它 们 是 营养 物 
质 和 生命 周期 /衰老 细胞 的 “感应 器 ” (Guarente and Picard 2005; Rine 2005) 。 解 释 这 
些 环 境 影响 是 怎样 成 为 生物 学 上 的 表 观 遗传 信号 ， 且 这 些 信和 号 是 如 何 被 解读 、 翻 译 和 遗 
传 是 目前 表 观 遗传 研究 的 核心 内 容 。 然 而 值得 强调 的 是 ， 表 观 遗 传 控制 需要 众多 影响 因 
子 达 到 一 个 的 复杂 平衡 ， 它 们 功能 上 的 相互 作用 并 非 在 每 次 细胞 分 裂 之 后 均 能 得 到 忠实 
的 重建 。 这 在 功能 上 有 别 于 遗传 学 ， 后 者 与 DNA 序列 的 改变 相关 ， 在 有 丝 分 裂 和 减 数 
分 裂 〈 如 果 突 变 发 生 在 生殖 细胞 中 ) 过 程 中 总 是 能 稳定 遗传 。 

以 上 思考 产生 了 一 个 重要 的 问题 ， 染 色 质 所 包含 的 信息 是 如 何 从 亲 代 传递 给 子 代 
的 ? 当 细 胞 因 疾 病 、 错 误 调 节 或 重 编程 丧失 其 特征 性 时 ， 是 否 也 伴随 着 染色 质 结 构 的 改 
变 ? 在 一 个 细胞 周期 中 ， 绝 大 部 分 核心 组 蛋白 的 合成 是 受到 高 度 调 节 的 。 核 心 组 蛋白 基 
因 的 转录 通常 发 生 在 S 期 ， 即 DNA 分 子 的 复制 阶段 〈 复 制 偶 联 ) 。 这 一 协调 性 保证 了 
当 细 胞 中 DNA 量 得 到 倍增 时 ， 能 有 足够 多 的 核心 组 蛋白 被 组 装 到 新 复制 生成 的 DNA 
链 上 ， 实 现 DNA 包装 与 DNA 复制 的 同步 性 。 正 如 前 文 所 述 ， 不 同 染色 质 区 域 可 能 有 
截然 不 同 的 组 蛋白 修饰 ， 从 而 指导 该 区 域 是 否 被 转录 。 新 合成 的 染色 质子 链 区 域 如 何 为 
合适 的 基因 表达 保留 其 关键 信息 ? 这 种 程序 如 何 忠实 地 从 上 一 代 细 胞 传递 到 下 一 代 , 或 
者 如 何 通过 减 数 分 裂 和 生殖 细胞 〈 精 子 和 卵 ) 进行 传递 ? 这 些 重要 问题 至 今 还 未 明了 ， 
有 符 进 一 步 研究 。 

最 初 的 研究 倾向 半 保 留 〈 复 制 ) 过 程 ， 即 一 个 新 的 H3/H4 四 聚 体 被 安装 ， 紧 接着 
两 个 新 的 H2A/H2B 二 聚 体 再 结合 上 去 ， 但 最 新 的 实验 结果 对 上 述 假 说 提出 了 挑战 。 
在 新 的 研究 模型 中 , “新 的 ”可 能 已 携带 某 些 转录 后 修饰 的 H3 和 H4 多 肽 以 新 合成 的 
H3/H4 组 蛋白 二 聚 体 形式 ， 与 伴随 着 DNA 链 分 离 的 “ 旧 的 ”H3/H4 二 聚 体 共同 组 装 
成 一 个 核 小 体 。 如 果 事 实 如 此 的 话 ， 那么 修饰 的 亲 代 H3/H4 —~RASABA RHR 
体 出 现在 同一 条 DNA 链 上 。 这 种 共存 可 能 进而 指导 对 新 加 入 的 二 聚 体 进行 适当 的 修饰 
(Tagami et al. 2004) 。 这 个 模型 极 具 吸 引力 ， 它 可 能 有 助 于 解释 组 蛋白 修饰 的 继承 ， 
继而 解答 DNA 复制 和 细胞 分 裂 过 程 中 表 观 遗传 信息 的 传递 等 难题 。 然 而 ， 要 想 解 答 染 
色 质 标记 在 细胞 分 裂 中 的 传递 ， 还 需要 更 多 的 证 据 证 明 这 个 模型 或 其 他 模型 的 正确 性 。 

在 本 章 的 结语 部 分 ， 尚 有 一 个 疑问 是 表 观 遗传 控制 是 否 与 基础 遗传 学 原理 有 着 根本 
性 的 差异 ?尽管 我 们 期 望 将 Waddington 的 表 观 遗传 全 貌 看 做 是 一 片 片 激活 性 或 抑制 性 
组 蛋白 修饰 区 域 坐落 于 连续 的 染色 质 聚 合体 上 ， 但 是 这 一 看 法 易 被 过 度 解读 。 仅 仅 在 最 
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近 几 年 ， 我 们 才 了 解 了 一 些 可 能 与 组 蛋白 修饰 传递 有 关 的 主要 酶 系统 。 这 形成 了 目前 我 
们 关于 一 些 组 蛋白 标记 稳定 性 及 其 可 继承 性 的 观点 。 另 外 ， 值 得 强调 的 是 最 新 的 研究 表 
明 在 发 育 异 常 或 肿瘤 形成 中 常 有 染色 质 修 饰 活性 的 突变 ， 例 如 核 小 体重 塑 (Cho et al. 
2004; Mohrmann and Verrijzer 2005), DNMT (Robertson 2005), HDAC 或 者 
HMKT “ (Schneider et al. 2002)。 这 是 遗传 控制 具有 最 终 决定 权 的 实例 。 因 此 ， 这 
些 突变 小 鼠 体 内 的 肿瘤 发 生 往往 被 认为 是 一 种 “遗传 ”疾病 。 相 反 地 ， 不 因 基 因 罕 变 而 
发 生 的 核 小 体 结构 、DNA 甲 基 化 和 组 蛋白 修饰 的 改变 才 是 “真正 的 ” 表 观 遗传 异常 。 
这 些 更 “可 塑 系统 ”的 优秀 例证 包括 早期 胚胎 发 育 中 的 随机 决定 、 核 移植 引起 的 重 编 
程 、 转 录 记 忆 、 基 因 组 印记 、X 染色 体 失 活 的 租 合 性 、 着 丝 粒 特 征 性 和 肿瘤 进程 等 。 因 
此 ， 遗 传 与 表 观 遗传 是 紧密 相关 的 现象 ， 细 胞 分 裂 后 的 可 继承 性 是 它们 固有 的 特性 。 对 
遗传 控制 来 说 如 果 演 变 发 生 在 生殖 细胞 中 ， 生 殖 细 胞 功能 也 会 受 影响 。 对 于 其 他 一 些 ， 
常常 被 轻易 归 类 为 “ 表 观 遗传 ”的 修饰 ， 我 们 不 知道 它们 是 否 仅仅 反应 了 一 个 针对 外 界 
环境 改变 的 次 要 的 、 短 暂 的 响应 ， 还 是 能 在 数 代 〈 但 非 永久 ) 的 细胞 分 裂 过 程 中 被 保留 
下 来 的 具有 深远 意义 的 表 型 改变 ， 其 至 偶尔 这 种 改变 还 会 对 生殖 细胞 发 生 影响 。 昌 然 今 
天 我 们 拥有 大 量 新 的 表 观 遗传 机 制 的 知识 ， 但 很 少 或 者 毫 无 新 的 证 据 来 支持 拉 马 死 学 说 
(相对 于 达尔 文 进化 论 的 拉 马 克 用 进 废 退学 说 ， 译 者 按 ) 。 
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本 书 讨论 表 观 遗传 现象 发 生 的 基本 概念 和 一 般 原 理 ， 正 如 这 些 现象 本 身 一 样 令 人 迷 
惑 。 我 们 的 最 终 目 标 是 从 丰富 的 生物 学 背景 中 ， 勾 画 出 对 指挥 和 塑造 这 些 概念 的 机 制 的 
最 新 理解 ， 并 将 其 呈现 给 读者 。 短 短 几 年 中 ， 表 观 遗 传 学 研究 涌现 出 大 量 令 人 瞩目 的 观 
点 和 突破 性 进展 ， 然 而 一 些 长 期 存在 的 疑问 依然 没有 答案 (图 3-21)。 依 据 这 些 进展 做 
出 概括 性 结论 并 提出 统一 的 规则 对 我 们 极其 诱惑 ， 然 而 由 于 担心 还 会 有 许多 例外 会 打破 
这 些 规 则 ， 我 们 谨慎 地 避免 这 一 倾向 性 。 例 如 ， 物 种 之 间 明 显存 在 着 显著 的 差异 性 。 值 
得 一 提 的 是 ， 从 单 细 胞 到 多 细胞 生物 ， 组 蛋白 修饰 、 组 蛋白 变 体 、DNA 甲 基 化 的 程度 
和 类 型 以 及 RNA 干扰 机 制 在 不 同 物种 中 均 具 有 显著 差异 。 

然而 ， 我 们 有 足够 多 的 理由 将 大 量 的 精力 投入 到 探索 表 观 遗传 现象 分 子 机 制 的 研究 
中 去 。 精 心 设 计 的 生物 化 学 和 遗传 学 研究 已 经 在 这 些 通路 的 许多 功能 性 研究 中 取得 了 空 
前 的 成 功 。 因 此 ， 可 以 预见 到 ， 对 不 同 细胞 类 型 的 表 观 遗传 转变 《例如 , 干细胞 与 分 化 
细胞 ; 静 息 细胞 与 增殖 细胞 ) 进行 细致 的 分 析 将 会 揭示 多 能 性 Cpluripotency) 的 标志 
性 特征 (Bernstein et al. 2006; Boyer et al. 2006; Lee et al. 2006)。 通 过 与 疾病 状态 和 
肿瘤 发 生 进行 比较 ， 将 很 可 能 有 助 于 判断 出 在 细胞 ) 正常 的 分 化 过 程 中 哪些 染色 质变 
化 具有 重要 意义 。 例 如 ， 对 正常 细胞 、 肿 瘤 细 胞 或 胚胎 干细胞 进行 大 规模 、 全 染色 体 
“WIRES A” 测定 的 研究 (Brachen et al. 2006b; Squazzo et al. 2006; Epigenomics 
AG, ENCODE, GEN-AU, EPIGENOME NoE)， 预 期 将 会 产生 新 的 知识 ， 带 来 创新 
性 疾病 治疗 手段 并 催生 一 个 国际 大 联盟 来 共同 实现 整个 人 类 表 观 基因 组 的 绘制 Jones 
and Martienssen 2005) 。 可 以 想象 ， 不 同 组 蛋白 修饰 水 平 的 物种 差异 性 ， 例 如 酿酒 酵母 


表 观 遗传 密码 ? 干细胞 ? 
表 观 继承 性 ? 再 生 ? 
细胞 记忆 的 本 质 ? 细胞 类 型 特征 性 ? 
生殖 系 印记 ? 老化 ? 





非 编码 RNA? ee” 到 观 遗 传 功能 未 乱 ? 
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这 本 书 描述 的 系统 和 概念 能 够 给 新 时 期 的 学 生 和 研究 人 员 ， 以 及 那些 对 表 观 遗传 现象 好 


奇 并 锌 吸引 的 人 们 提供 一 个 有 用 的 基础 。 
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1 研究 本 母 用 的 遗传 学 和 分 子 生 物 学 方法 人 a 
酵母 提供 了 一 种 灵活 且 快 速 的 遗传 体系 ， 可 用 于 对 细胞 内 事件 的 研究 ， 酵母 的 一 代 
约 90min， 包 含 数 百 万 个 细胞 的 菌落 在 两 天 之 内 就 可 以 长 成 。 除 此 之 外 ， 酵 母 能 以 单 倍 
体 和 二 倍 体 方式 繁殖 ， 极 大 地 促进 了 遗传 学 分 析 。 类 似 于 细菌 ， 单 倍 体 酵 母 细胞 可 以 被 
突变 为 营养 缺陷 型 。 隐 性 致死 突变 能 以 条 件 致死 等 位 基因 的 单 倍 体 〈 如 温度 敏感 型 突变 
体 ) 或 者 杂 合 二 倍 体 〈 同 时 带 有 野生 型 和 突变 的 等 位 基因 ) 的 方式 保存 。 酵 母 中 高 效 的 
同 源 重组 系统 使 得 我 们 可 以 对 任 一 选 定 的 染色 体 序列 进行 改变 。 而 且 ， 染 色 体 片段 可 以 
被 重组 到 质粒 上 ， 只 需 添 加 含有 着 丝 粒 和 DNA 复制 起 始点 的 简单 序列 就 可 以 在 酵母 细 
胞 分 裂 时 被 稳定 地 保留 。 甚 至 可 以 被 重组 到 线性 质粒 或 微型 染色 体 ， 只 要 在 未 端 添加 端 
粒 重复 序列 它们 也 可 以 在 酵母 中 稳定 存在 。 
以 末 蝇 “白眼 基因 ”作为 报告 基因 的 位 置 效 应 花 斑 在 确认 表 观 遗传 基因 调控 和 影响 
这 一 独特 基因 抑制 形式 的 基因 中 显得 尤为 重要 〈 详 见 第 5 章 )。 借 助 于 Ura3 和 Ade2 报 
告 基因 ， 在 酵母 端 粒 附近 发 现 了 一 个 相似 现象 ， 即 端 粒 位 置 效 应 (telomere position 
effect, TPE) (图 4-1) 。 当 5- 气 乳 清 酸 (5-FOA) 存在 时 ，Ura3 蛋白 可 以 将 5-FOA 改 





a 酿酒 酵母 中 DRA3 表 达 的 TPE b 酿酒 酵母 中 4DE2 表 达 的 TPE 
端 粒 ura3- 
端 粒 ADE2 
w = UE, 
URA3 
de2- 
Chr VIIL :: URA3-Tel 一 一 一 © 
细胞 数量 : 1086 105 104 103 102 10 ade QH && 
sir2 攻 EA . i 
t e. 红 白 相间 
w KEI 9 z ADE2 i 





ade2 ; ADE2-TelVR 


TEDEH Fil 





Re im 5-FOA 
wE E E E E . 





图 4-1 ”酵母 中 的 基因 沉默 和 端 粒 位 置 效应 
(a) 插入 到 酵母 染色 体 VIL 左 辟 附 近 的 简单 TG 重复 处 的 Ura3 基因 被 端 粒 异 染 色 质 所 沉默 。 培 养 于 一 般 的 丰富 
培养 基 (YPD) 时 ，Ura3 基因 被 抑制 的 野生 型 细胞 和 Uras 基因 表达 的 突变 体 〈 失 去 了 端 粒 异 染色 质 ) 之 间 没 
有 生长 上 的 差异 。 但 在 含有 5-FOA 的 培养 基 中 只 有 Ura3 被 抑制 的 细胞 才能 生长 ， 而 表达 Ura3 的 细胞 〈Sir2 
和 yku70 的 突变 体 ) 不 能 生长 。 因 为 Ura3 基因 的 产物 可 以 把 5-FOA 转变 成 有 毒 的 中 间 产 物 5- 气 尿 喀 啶 。 通 过 
浓度 梯度 试验 可 以 检测 到 低 至 每 105 细 胞 中 产生 的 一 个 沉默 细胞 。(b) 含有 野生 型 Ade2 基因 的 细胞 产生 白色 的 
菌落 ， 而 含有 突变 Ad? 基因 的 细胞 却 显 红色 ， 因 为 细胞 累积 了 腺 阿 蛤 生物 合成 途径 中 的 一 种 红色 中 间 产 物 。 
当 Ade? 基因 被 插入 到 染色 体 V 右 辟 邻近 端 粒 处 ， 它 通过 一 种 表 观 遗传 的 方式 发 生 沉默 。 在 遗传 上 相同 的 细胞 
中 ，Ade2 的 沉默 或 活跃 状态 均 可 被 继承 ， 导 致 在 同一 菌落 中 产生 白色 或 红色 的 扇形 区 域 (很 像 位 置 效应 花 斑 ) 。 
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变 为 5- 氟 尿 喀 啶 〈5-FU) 。5-FU 是 一 种 导致 细胞 死亡 的 DNA 合成 抑制 剂 。 但 是 ， 当 
Ura3 整合 到 异 染 色 质 区 域 时 ，Ura3 基因 在 部 分 细胞 中 被 抑制 ， 只 有 那些 使 Ura3 沉默 
的 细胞 才 可 以 在 5-FOA 的 存在 下 生长 。 因 此 ， 通 过 测定 酵母 在 不 同 浓 度 梯度 的 5-FOA 
中 的 生长 效率 ,， 可 以 在 很 大 范围 (如 10 一 106 倍 ) 内 量化 报告 基因 的 抑制 作用 。 此 外 ， 
通过 检测 对 5-FOA 敏感 度 的 增加 ， 破 坏 端 粒 位 置 效应 的 突变 可 以 很 容易 地 被 识别 。 

类 似 的 ， 当 把 Ade 作为 靶子 整合 到 异 染 色 质 区 域 时 ， 此 基因 会 被 抑制 并 在 细胞 中 
积累 腺 嘿 哈 生物 合成 的 前 体 ， 呈 现 微 红 色 。 重 要 的 是 ，Ade2 抑制 的 表 观 遗传 特征 可 在 
遗传 上 相同 的 单一 菌落 中 被 分 辨 : 该 基因 在 有 些 细胞 中 以 “ 开 ” 的 状态 存在 ， 而 在 另 一 
些 细胞 中 以 “ 关 ” 的 状态 人 存在， 这 就 能 在 白色 克隆 背景 中 产生 红色 区 域 ， 反 之 亦 然 〈 图 
4-1b) 。 与 应 用 Ura3 的 检测 方法 不 同 的 是 ， 对 Ade? 基因 不 表达 的 细胞 没有 选择 压力 ， 
因此 ， 用 插 人 亚 端 粒 异 染色 质 中 的 Ade2 报告 基因 的 表 型 不 仅 能 体现 其 状态 间 的 转换 
率 ， 还 能 体现 其 表 观 遗传 状态 的 可 遗传 性 。Ade2 颜色 反应 有 力 地 证 明了 抑制 和 非 抑 制 
状态 都 具有 相对 稳定 性 。 

结合 以 上 遗传 学 手段 ， 生 物化 学 技术 被 用 在 大 规模 培养 的 同步 或 非 同步 生长 的 蛋白 
酶 缺陷 菌株 。 近 年 来 ， 实 验 手 段 极 大 发 展 ， 复 杂 的 基因 芯片 和 蛋白 质 网 络 技 术 ， 很 快 因 
适用 于 酵母 小 规模 的 基因 组 而 被 广泛 采用 。 这 些 方法 使 得 全 基因 组 水 平 的 转录 ， 转 录 因 
子 结合 ， 组 重 日 修饰 ， 重 日 质 - 蛋 日 质 相 互 作 用 的 分 析 成 为 可 能 。 这 一 系列 精细 的 方法 
使 得 科学 家 能 探索 酿酒 酵母 中 异 染 色 质 建立 及 其 生理 作用 的 调节 机 制 。 但 是 ， 在 我 们 进 
一 步 的 描述 这 些 发 现 之 前 ， 有 必要 先 详 尽 地 回顾 一 下 酵母 的 生命 周期 。 





单 倍 体 和 二 倍 体 的 酿酒 酵母 都 通过 有 丝 分 裂 的 方式 繁殖 ， 它 能 够 产生 一 个 芽 ， 逐 渐 
扩大 并 且 最 终 从 母体 细胞 上 分 离 (图 4-2a) 。 就 像 哺乳 动物 的 两 种 性 别 一 样 ， 单 倍 体 酵 
母 也 存在 a 和 a 两 种 接合 型 ， 所 以 单 倍 体 酵 母 可 以 相互 交配 。 每 种 接合 型 的 酵母 都 可 以 
产生 各 自 的 外 激素 以 吸引 异性 : a 细胞 产生 一 个 含 12 个 氨基 酸 的 多 肽 ， 称 为 a 因子 ， 
它 能 与 a 细胞 表面 的 跨 膜 a 因子 受 体 相 结合 。 相 应 的 ，a 细胞 则 产生 一 个 含 13 个 氨基 
酸 的 多 肽 ， 称 为 a 因子 ， 它 能 与 a 细胞 表面 的 跨 膜 a 因子 受 体 相 结合 。 这 种 结合 作用 使 
细胞 被 阻 滞 在 在 G1 期 的 中 后 期 。 被 阻 滞 的 细胞 开始 形成 类 似 “shmoo”【〔 得 名 于 AL 
Capp 笔下 梨子 形状 的 卡通 人 物 ) 的 形状 。 不 同 接合 型 的 “shmoo” 在 它们 的 顶部 进行 
融合 ， 产 生 a/a 二 倍 体 。 在 二 倍 体 中 交配 应 答 是 被 抑制 的 ， 它 们 和 单 倍 体 一 样 ， 进 行 无 
性 繁殖 〈 如 通过 有 丝 分 裂 ) 。 另 一 方面 ， 饥 饿 会 导致 减 数 分 裂 的 进行 ， 从 而 形成 包含 4 
个 孢子 的 子囊 ， 每 种 接合 型 两 个 。 一 旦 有 足够 的 营养 ， 单 倍 体 孢 子 会 成 熟 为 拥有 交配 能 
力 的 细胞 ， 重 新 开始 生命 周期 。 

虽然 在 实验 研究 中 单 倍 体 酵 母 被 认为 具有 确定 的 接合 型 。 但 在 自然 界 中 ， 酵 母 每 经 
历 一 个 生命 周期 就 会 改变 一 次 接合 型 〈 图 4-3a)。 接 合 型 转变 是 由 一 种 核酸 内 切 酶 
(HO) 所 诱发 ，HO 能 在 MAT 位 点 处 产生 位 点 特异 性 双 链 断裂 。 随 后 基因 转换 事件 将 
组 成 型 沉默 的 供 体 位 点 HMLa 或 HMRa 置 人 活化 的 MAT 位 点 ， 实 现 接合 型 的 互 换 。 
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4-3 ”酵母 中 的 接合 型 转换 

(a) 同宗 接合 的 酵母 株 经 过 一 次 分 裂 周 期 之 后 能 转换 接合 型 。 这 种 转换 在 DNA 复制 之 前 发 生 ， 所 以 母 
细胞 和 子 细 胞 都 拥有 新 的 接合 型 。(b) 染色 体 丰 上 沉默 和 表达 的 MAT 位 点 。 在 一 个 细胞 周期 中 有 活性 
的 MAT 位 点 大 约 可 以 发 生 一 次 转换 ， 该 转换 因 HO 内 切 核酸 酶 引起 的 双 链 断裂 所 致 。 图 示 的 百分率 表 
示 用 相反 的 接合 型 取代 MAT 位 点 的 基因 转换 事件 发 生 的 频率 。 转 换 的 方向 由 位 于 染色 体 焉 左 蔷 上 的 重 
组 增强 子 所 引导 。(c) 沉默 接合 型 位 点 HMR 和 HML 的 抑制 由 沉默 基因 两 侧 的 沉默 子 DNA 元 件 所 介 
导 。 它 们 叫做 耻 〈essential， 必 有 需 的 ) AI (important， 重 要 的 ) (Brand et al，1997)， 并 且 为 Rapl 
(R)、Abfl (A) 和 ORC (0) 提供 结合 位 点 。 应 用 各 种 元 余 的 结合 位 点 的 组 合 可 以 构建 人 工 的 沉默 
子 ， 尽 管 其 效率 不 如 天 然 的 沉默 子 。HMLa A HMR 距离 染色 体 卫 的 端 粒 分 别 为 12 kb 和 23 kb. WH 
体 五 的 端 粒 异 染 色 质 结构 域 的 沉默 是 独立 于 HM 位 点 的 ， 多 个 Rapl 结合 位 点 〈R) 起 始 这 一 过 程 。 


A MAT 位 点 产生 a 接合 型 的 细胞 ，MHRa 转 人 MAT 位 点 则 产生 a 接合 型 的 细胞 。 这 
表明 在 HM 处 的 基因 和 局 动 子 是 完整 无 缺 的 ， 虽 然 它 们 位 于 HMR 和 HML 时 仍 被 稳 
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定 抑制 。 这 是 维持 交配 能 力 所 必需 ， 因 为 在 一 个 细胞 中 同时 表达 a 和 a 的 转录 产物 会 造 
成 无 法 交配 的 不 育 状 态 。 用 不 育 表 型 来 筛选 破坏 HM 位 点 沉默 状态 的 基因 是 非常 有 用 
的 遗传 手段 。 通 过 这 种 方法 ， 沉 默 信 息 调 节 蛋 白 SIR1、SIR2、SIR3 和 SIR4 被 鉴定 出 
来 ， 它 们 被 认为 对 于 HM 位 点 的 抑制 状态 是 必需 的 (Rusche et al. 2003). sir2. sir3 
Al sird 的 突变 会 导致 沉默 的 完全 丢失 ， 然 而 在 sirl 的 突变 体 中 ， 仅 仅 一 部 分 MATa 细 
BARE AM 位 点 的 抑制 而 不 能 交配 。 利 用 sirl 缺陷 细胞 出 现 的 这 种 部 分 表 型 ， 证 明 
了 在 遗传 上 相同 的 细胞 中 可 以 出 现 两 种 可 稳定 遗传 的 状态 (可 交配 和 不 可 交配 〉 (Pillus 
and Rine 1989) 。 这 清楚 的 证 明了 接合 型 的 抑制 具有 表 观 遗传 学 调控 的 特征 。 另 外 ， 别 
的 研究 证 明了 组 蛋白 H3 和 H4 的 N 端 、 阻 过 蛋白 激活 蛋白 (RAPI) 和 起 始 位 点 识别 
复合 体 (ORC) 都 是 异 染 色 质 的 结构 成 分 (Rusche et al. 2003), 

异 染 色 质 也 存在 于 邻近 酵母 端 粒 末端 DNA (C.3A/TGis) 的 位 置 上 。 如 前 所 述 ， 
当 报 告 基因 Ura3 或 者 Ade2 被 整合 到 这 些 端 粒 重复 的 邻近 区 域 ， 它 们 出 现 抑制 的 表 观 
遗传 花 斑 效 应 (Gottschling et al. 1990) 。 这 种 端 粒 位 置 效 应 和 HM 一 样 需要 Rapl 、 
Sir2. Sir3. Sir4 MAEA N y (Kayne et al. 1988; Aparicio et al. 1991) HBS, 
这 从 遗传 学 上 证 明 除 了 Sirl, ， 相 似 的 机 制导 致 了 HM “接合 型 ”位 点 和 端 粒 附近 的 基因 
沉默 。 此 外 ， 端 粒 报告 基因 以 可 检测 的 比率 在 沉默 和 表达 之 间 转 换 ， 这 种 基因 的 抑制 形 
式 和 有 果 蝇 的 位 置 效 应 花 斑 十 分 相似 。 

在 酵母 中 ， 这 四 种 介 导 基因 表达 抑制 的 sir 蛋白 彼此 之 间 没 有 广泛 的 同 源 性 。 并 
A. Sirl, Sir3, Sirt 和 绰 日 仅 在 酿酒 醇 母 以 及 密切 相关 的 其 他 酿酒 酵母 中 保守 存在 。 男 
一 方面 ，Sir2 是 一 个 NAD 依赖 的 组 蛋白 去 乙醚 化 酶 庞大 家 族 的 重要 成 员 ， 它 从 细菌 到 
人 都 是 保守 的 (图 4-4) 。Sir2 类 似 的 组 蛋白 去 乙酰 化 酶 在 转录 抑制 中 的 作用 在 别 的 生物 
APRA, PMR AAR, EBA AA Sir 蛋白 。 裂 殖 酵 母 的 Sir2 活性 
对 于 端 粒 附近 的 转录 沉默 是 必需 的 ， 在 果 蝇 中 Sir2 影响 位 置 效应 花 斑 的 稳定 性 《cho- 
pra 和 Mishra 2005). NAD 水 解 和 Sir2 的 去 乙酰 化 作用 产生 了 O- 乙 酰基 ADP 核糖 ， 
一 种 可 能 有 独立 作用 的 中 间 产 物 (Tanner et al. 2000; 另 见 13 章 )。 值 得 一 提 的 是 ， 
Sir2 家 族 的 酶 修饰 许多 组 重 日 之 外 的 底 物 ， 其 中 一 大 分 文 其实 是 细胞 质 内 的 酶 。 为 了 应 
答 外 界 压力 以 及 DNA 损伤 ， 哺 乳 动 物 的 Sir2 能 使 转录 因子 ROXO、p53 去 乙酰 化 ， 激 
活 其 作用 ， 曾 明了 Sir2 功能 的 多 样 性 。 在 酿酒 酵母 中 ，Sir2 除了 基因 沉默 之 外 ， 还 有 
一 个 重要 作用 ， 即 抑制 核 仁 中 高 度 重复 的 rDNA 基因 的 重组 (Gottlieb and Esposito 
1989), 





常 染 色 质 基因 的 抑制 归 因 于 抑制 蛋白 或 复合 体 识别 启动 子 处 的 特殊 序列 ， 阻 止 了 转 
录 机 器 的 运动 及 结合 。 异 染色 质 的 抑制 通过 另 一 种 不 同 的 非 局 动 子 专 一 的 机 制 : 抑制 作 
用 起 始 于 特定 位 点 ， 然 后 连续 地 蔓延 至 整个 区 域 ， 使 得 该 区 域内 所 有 的 局 动 子 都 被 沉 
默 。 这 被 染色 质 免疫 共 沉 演 所 明示 ， 此 方法 显示 了 Sir2、Sir3、Sir4 蛋白 与 整个 亚 端 粒 
区 沉默 染色 质 的 相互 作用 (Hecht et al. 1996; Strahl-Bolsinger et al，1997)。 来 源 于 其 
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图 44 Sir2 去 乙酰 化 酶 家 族 
Sir2 是 一 个 庞大 的 NAD 依赖 的 组 蛋白 去 乙酰 化 酶 家 族 的 重要 成 员 。Sir2 家 族 蛋 白 通 常 是 
保守 的 ， 他 们 在 从 细菌 到 人 类 的 很 多 有 机 体 中 被 发 现 ， 并 且 包 含 了 核 内 和 胞 质 内 的 进化 树 
上 的 分 支 。 用 CLUSTAL W@ 和 TREEVIEW@ 比 较 cDNA 文库 和 特殊 序列 文库 中 同 源 体 的 
核心 结构 域 序列 ， 生 成 了 Sir2 同 源 体 系统 发 生 的 无 根 树 。 含 有 六 个 子 类 和 不 相关 组 (U). 
哺乳 动物 中 的 同 源 体 SirT1-7 用 黑体 标 出 ， 酿 酒 醇 母 中 的 蛋白 用 下 划 线 标 出 ， 别 的 物种 的 
蛋白 用 物种 名 字 指 明 (经 Frye 2000 [©Elsevier] 许可 ， 有 修改 )。 


他 一 些 方法 的 证 据 表 明 这 诱导 产生 了 抑制 态 的 、 难 以 被 接触 的 染色 质 结 构 。 例 如 ， 在 表 
达 细 菌 dam 甲 基 化 酶 的 酵母 细胞 中 ， 尽 管 该 酶 可 修饰 沉默 区 域 以 外 的 序列 ， 但 是 沉默 
染色 质 的 DNA 并 没有 被 有 效 的 甲 基 化 。 这 说 明 异 染色 质 可 以 限制 诸如 dam 转 甲 基 酶 等 
大 分 子 的 进入 (Gottschling 1992) 。 类 似 的 ， 分 离 出 的 核 中 约 3kb 的 HMR 位 点 对 特定 
的 核酸 内 切 酶 有 抵制 作用 (Loo and Rine 1994)， 核 小 体 密集 存在 于 两 个 沉默 元 件 ， 造 
成 在 HM 沉默 位 点 出 现 核酸 酶 抗 性 区 域 ， 而 在 HM 活性 位 点 则 没有 《Weiss and Simp- 
son 1998) 。 因 此 ， 酵 母 异 染色 质 明 显 具 有 独特 的 染色 质 结 构 。 

酵母 或 多 细胞 动物 异 染 色 质 高 度 压 缩 的 程度 ， 以 及 压缩 对 转录 因子 带 来 的 空间 位 阻 
的 程度 ， 还 不 是 很 确定 。 令 人 惊讶 的 是 ， 由 Sir 蛋白 与 组 蛋白 形成 的 抑制 复合 物 似乎 是 
动态 的 ， 因 为 即使 细胞 周期 被 阻 河 于 蜡染 色 质 装配 根本 不 发 生 的 时 期 ，Sir 蛋白 也 可 以 
BBA HM 沉默 染色 质 (Cheng and Gartenberg 2000)。 这 也 许可 以 解释 为 什么 结合 了 
Sir 蛋 日 的 蜡染 色 质 在 处 于 抑制 状态 的 时 候 依旧 可 以 作为 某 些 转录 因子 的 结合 位 点 
(Sekinger and Gross 1999) 。 虽 然 此 类 研究 认为 异 染色 质 并 不 能 阻止 所 有 非 组 蛋白 的 接 
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近 ， 但 是 在 异 染 色 质 区 域 并 没有 明显 的 转录 发 生 ， 也 不 能 通过 实验 来 检测 到 工作 中 的 
RNA RAW. Chen 和 Widom 的 实验 (2005) 认为 异 染 色 质 可 以 阻止 包含 了 RNA R 
合 酶 II 及 结合 启动 子 的 转录 因子 TFIIB 和 TFIIE 的 蛋白 复合 体 的 招募 。 因 此 ， 虽 然 沉 
默 的 酵母 染色 质 是 动态 变化 的 ， 允 许 SIR 因子 和 某 些 转录 因子 的 交换 ， 但 是 它 选择 性 
地 阻止 基本 转录 机 器 的 结合 从 而 阻止 mRNA 的 产生 (参见 第 10 章 )。 






所 有 物种 的 异 染 色 质 组 装 都 包括 了 一 系列 的 分 子 事件 ， 其 中 一 些 是 在 芽 殖 酵母 中 被 
发 现 的 。 位 点 特异 的 异 染色 质 成 核 现象 是 研究 地 最 清楚 的 事件 之 一 ， 其 过 程 需要 序列 专 
一 性 的 DNA 结合 因子 。 随 后 ， 异 染色 质 从 起 始 位 点 开始 蔓延 。 这 种 蓝 延 被 限制 在 特定 
的 边界 处 ， 其 机 制 在 酵母 中 已 经 被 研究 清楚 。 另 外 ， 酵 母 可 以 用 来 研究 核 内 区 室 在 异 染 
色 质 介 导 的 基因 表达 抑制 中 所 起 的 作用 。 端 粒 处 的 异 染 色 质 的 组 装 和 在 HM 位 点 处 有 
些 不 同 ， 但 是 它们 都 反映 出 一 个 相似 的 原则 ， 那 就 是 通用 抑制 蛋白 的 蔓延 以 专 一 性 
DNA 结合 因子 的 存在 为 核心 。 下 面 我 们 来 仔细 描述 这 些 机 制 CA 4-6) 。 


5.1 HM 异 染 色 质 


沉默 的 接合 型 位 点 HML 和 HMR 被 两 个 叫做 沉默 子 E Cessential 必需 的 ) Al I 
(important 重要 的 ) 的 短 DNA 元 件 括 起 来 (A 43b，c) 。 沉 默 子 元 件 至 少 为 两 个 叫做 
Rap] 和 Abfl 的 多 功能 核 因子 ， 以 及 复制 起 始点 识别 复合 体 提 供 了 结合 位 点 (Brand et 
al.1987)。 虽 然 缺 失 HMR-E 在 所 有 三 个 位 点 都 存在 ) 比 缺 失 HMRI (存在 于 两 个 
位 点 ) 对 沉默 表 形 产生 更 大 的 影响 ,但 是 每 个 沉默 子 都 能 作为 成 核 位 点 来 招募 Sir 沉默 
复合 体 ， 进 而 促使 后 续 的 Sir 蛋白 沿 着 他 们 之 间 的 核 小 体 蔓 延 。 结 合 于 两 个 不 同位 点 的 
Rap] 分 子 在 体外 实验 中 的 相互 接触 ， 指 出 了 结合 在 EE 和 了 处 的 因子 可 以 发 生 直 接 的 相 
互 作 用 从 而 形成 环形 的 抑制 区 域 ， 这 解释 了 为 什么 政和 I 在 抑制 起 始 中 有 协同 作用 
(Hofmann et al. 1989), | 

沉默 子 元 件 的 元 余 是 异 染色 质 介 导 的 基因 抑制 的 一 个 特点 ， 这 对 于 同一 沉默 子 也 是 
如 此 。Rapl 和 Abfl 是 基本 转录 因子 ，ORC 则 结合 在 复制 起 始点 处 以 形成 复制 前 复合 
体 ， 它 们 以 宛 余 的 方式 进行 基因 抑制 。 这 已 经 被 缺失 实验 所 证 明 :， 只 要 有 任意 两 个 因子 
的 结合 位 点 就 可 以 引起 基因 沉默 (Brand et al. 1987)。 尽 管 Rap1、Abfl 和 ORC 几乎 
没有 结构 上 的 相似 性 ， 但 是 通过 分 析 他 们 所 招募 的 蛋白 可 以 解释 它们 功能 上 的 元 余 性 。 
例如 ，Rapl 可 以 在 HM 沉默 子 和 端 粒 处 招募 Sir4，Abfl 可 以 和 Sir3 相互 作用 ，ORC 
和 Siri (一 种 对 HM 的 抑制 有 专 一 性 的 Sir AP) 蛋白 有 很 高 的 亲和力 (Rusche et al. 
2003) Sirl 可 以 直接 和 Sir4 的 N 端 相 互 作 用 ， 在 ORC 和 SIR2-3-4 复合 体 之 间 提 供 了 
桥梁 。 因 此 ， 不 同 的 沉默 子 结合 因子 都 可 以 招募 Sir4 并 依次 招募 SIR2-3-4 复合 体 ， 后 
者 为 所 有 的 抑制 所 必须 。Rap1、Abfl 和 ORC 在 沉默 子 处 功能 上 的 宛 余 ， 可 以 归 因 于 
它们 每 个 都 可 以 直接 结合 SIR 复合 体 的 不 同 组 分 ，Ku 异 源 二 聚 体 〈 在 端 粒 处 ， 见 下》 
也 是 这 样 。 
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值得 注意 的 是 Sirl 主要 在 异 染色 质 的 建立 中 发 挥 作 用 ， 而 不 是 其 维持 。 一 旦 Sirl 
帮助 建立 了 沉默 ， 在 这 种 抑制 状态 的 维持 中 它 将 不 再 被 需要 (Pillus and Rine 1989), 
Sirl 的 重要 作用 被 以 下 实验 证 明 ， 将 Sir] 和 Gal4 的 DNA 结合 结构 域 形 成 一 个 融合 蛋 
日 (GBD-Sirl1)， 并 用 Gal4 结合 位 点 取代 HMR-E 沉默 子 ， 在 这 种 情况 下 GBD-Sirl 可 
以 有 效 地 作为 沉默 核心 ， 而 不 再 需要 沉默 子 及 其 结合 因子 (Chien et al. 1993) 。 尽 管 如 
此 ，Sirl 靶 向 的 抑制 仍 需 要 所 有 其 余 的 Sir 蛋白 以 及 完整 的 组 蛋白 尾部 。 这 说 明 沉默 子 
结合 因子 一 个 基本 的 功能 是 吸引 Sirl， 进 而 招募 其 余 的 Sir 蛋白 与 邻近 的 核 小 体 相互 作 
用 来 成 为 沉默 核心 。 有 一 个 证 据 支 持 这 个 观点 ， 与 其 他 的 sir 蛋白 不 同 ，Sirl 并 不 随 着 
Sir 复合 体 葛 延 到 沉默 子 之 外 〈 图 4-5) (Rusche et al. 2002), 


端 粒 异 染色 质 


O Ku70/Ku80 


© Rapi 


RNA Pol Il / TBF B,E 
dam 甲 基 化 酶 

HO 内 切 核 酸 酶 
限制 性 内 切 酶 








沉默 子 抑制 结构 沉默 子 


核 小 体 
HM FREA @ 


图 4-5 酵母 端 粒 处 和 HM 位 点 处 异 染 色 质 的 模型 
端 粒 和 HM 位 点 促使 SIR 复合 体 艺 延 的 沉默 子 共同 使 用 的 因子 包括 Rapl, Sir2, Sir3 和 Sir4， 不 同 的 是 ， 端 
粒 还 依赖 yKu, m HM 位 点 还 使 用 了 ORC, Abfl 和 Sirl 。 端 粒 异 染色 质 被 认为 可 以 折 回 形成 一 个 帽子 结构 ， 
以 保护 其 免 遭 降解 ， 端 粒 的 压缩 和 折 伙 导致 基因 沉默 。 对 于 HM 蜡染 色 质 ， 在 沉默 子 元 件 之 间 的 抑制 区 域 由 
紧 挨 着 的 核 小 体 组 成 ， 形 成 一 个 压缩 态 结 构 。 端 粒 和 HM 沉默 区 域 都 不 能 被 转录 机 器 和 降解 酶 类 所 接近 。 


5.2 端 粒 异 染色 质 


在 端 粒 处 ， 一 个 以 RNA 为 基础 的 端 粒 酶 维持 一 个 约 300 一 350 bp 简单 但 不 规则 的 
Be TG 的 重复 序列 的 长 度 ， 它 为 Rapl 提供 了 16 一 20 个 一 致 的 结合 位 点 。 一 系列 
Rap] 结合 位 点 在 染色 体 末 端 组 成 了 一 个 没有 核 小 体 的 帽子 ， 它 在 端 粒 长 度 维持 中 扮演 
着 重要 角色 (Marcand et al. 1997) 。 沿 着 端 粒 重复 序列 ，Rapl 通过 一 个 核心 DNA 结 
合 结构 域 和 它 的 结合 位 点 结合 ， 并 且 通 过 其 羧基 端 结构 域 和 Sir4 结合 ， 即 便 不 存在 其 
他 Sir 蛋白 或 H4 的 N 端 。 因 为 破坏 Sir4 可 以 阻止 其 他 蛋白 结合 到 端 粒 染色 质 上 (Luo 
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et al，2002) ， 它 看 来 似乎 是 成 核 事 件 与 随即 发 生 的 沉默 性 染色 质 结 构 形 成 之 间 的 关键 
DNA 末端 结合 复合 体 yKu70/yKu80 帮助 Rapl 把 Sir4 招募 到 染色 体 末 端 。 事 实 
E, yKu 的 缺失 强烈 地 去 抑制 Cderepress) WARR, WE GBD-yKu 融合 蛋白 可 以 
有 效 地 抑制 一 个 失去 沉默 子 的 报告 基因 。 敲 除 Rapl 结合 因子 Rif 可 以 绕 开 对 yKu 的 
需要 ，Rifl 与 Rapl 羧基 端 结构 域 竞争 和 Sir4 的 结合 (图 4-6) (Mishra and Shore 
1999) 。 含 30 个 以 上 的 Rapl 结合 位 点 的 600 bp 端 粒 重复 序列 不 足以 在 染色 体内 部 的 区 
域 诱 发 沉默 ， 但 含 约 45 个 Rap] 结合 位 点 的 900 bp 序列 却 可 以 ， 这 证 明 yKu 和 Rap] 


第 一 步 “ 与 端 粒 结合 的 Rap1 招 募 Sir4, 接着 招募 Sir2 和 Sir3 





图 4-6 端 粒 异 染色 质 装 配 的 步骤 

第 一 步 ， 在 端 粒 ，Rapl 和 yKu 可 以 招募 Sir4。 即 便 没有 Sir2 和 Sir3，Sir4 也 可 以 在 没有 其 他 Sir BAN RH. 
Sird 的 结合 与 Rifl 和 Rif2 相持 抗 (Mishra and Shore 1999)。 第 二 步 : Sir4-Sir2 和 Sir4-Sir3 发 生 强 相互 作用 ， 于 是 
沿 着 TG 重复 形成 了 Sir 复合 体 。 复 合体 的 形成 刺激 了 Sir2 的 NAD 依赖 的 组 蛋白 去 乙酰 化 活性 ， 然 后 Sir2 催化 了 邻 
近 组 蛋白 H4K16 位 点 的 去 乙酰 化 。 第 三 步 ， Sir 复合 体 沿 着 核 小 体 蔓延 ， 或 许 利用 了 NAD 水 解 产 生 的 9 乙酰 基 核 
糖 (Liou et al. 2005). Sir3 和 Sir4 结合 非 乙酰 化 的 组 蛋白 H 尾部 。 虽 然 非 乙 酰 化 的 组 蛋白 H3 尾部 也 可 以 结合 
Sir3 和 Sir4， 但 本 图 中 未 显示 。 第 四 步 ， 沉 默 的 染色 体 在 M 期 末 装 配 完成 ， 产 生 了 一 个 不 易 被 接近 的 结构 。 这 可 能 
必须 有 更 高 程度 的 折 又 并 被 置 于 核 膜 处 。 
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在 异 染 色 质 成 核 事件 中 有 协同 作用 (Stavenhagen and Zakian 1994), 值得 一 提 的 是 在 
散布 在 酵母 基因 组 中 的 启动 子 上 ，Rapl 可 以 作为 基本 转录 因子 激活 很 多 基因 的 表达 ， 
特别 是 那些 编码 核糖 体 蛋 白 的 基因 。 现 在 还 不 知道 为 什么 Rapl 招募 激活 子 到 这 些 启动 
子 上 却 不 引起 异 染 色 质 形成 。 


6. Sir2 催化 的 组 蛋白 去 乙酰 化 为 SIR 复合 体 蔓延 提供 结合 位 点 


SIR 和 蛋 日 的 分 子 间 相 互 作用 已 经 被 明确 ，Sir4 对 他 们 的 聚合 起 关键 作用 。Sir4 在 体 
外 与 Sir2 有 强烈 的 相互 作用 。Sir4 也 与 Sir3 有 独立 的 相互 作用 ， 但 是 Sir3 和 Sir2 的 相 
互 作用 很 微弱 (Moazed et al. 1997; Strahl-Bolsinger et al. 1997; Hoppe et al. 2002), 
Sir3 和 Sir4 可 以 形成 同 源 二 聚 体 (Moretti et al. 1994) 。 尽 管 如 此 ， 当 在 昆虫 细胞 中 共 
表达 时 ， 可 以 分 离 出 一 个 稳定 的 360 kD 复合 体 ， 其 中 Sir2、Sir3 和 Sir4 的 比例 为 1:1 :1 
(Cubizolles et al. 2006), 45 Sir2、Sir3 和 Sir4 形成 一 个 功能 的 异 源 三 聚 体 复合 体 相 一 
致 的 是 ， 染 色 质 免疫 共 沉 淀 也 表明 这 三 种 SIR 蛋白 沿 着 异 染色 质 区 域 有 相同 的 分 布 。 
但 是 很 明显 ，Sir3 在 这 个 过 程 中 有 着 特殊 的 作用 ， 因 为 过 表达 Sir3 可 以 扩大 沉默 结构 
域 的 范围 ， 伴 随 着 Sir3 从 正常 的 3 kb 蔓延 到 15 kb (Renauld et al. 1993; Hecht et al. 
1996) 。 不 平衡 表达 Sir2 或 Sir4， 或 仅 表达 这 两 个 蛋白 的 一 部 分 结构 域 ， 都 产生 恰好 相 
反 的 效果 : 过 表达 Sir2 或 者 Sir4 破坏 端 粒 位 置 效应 ， 而 同时 表达 Sir3 和 Sir4 抵消 掉 这 
种 不 平衡 时 则 可 以 恢复 沉默 (Maillet et al，1996)。 这 揭示 了 SIR 复合 体 中 三 种 成 分 的 
比例 对 于 它 的 抑制 功能 十 分 重要 ， 就 如 果 蝇 中 Polycomb 复合 体 一 样 。 过 表达 的 Sir3 有 
沿 着 染色 质 蔓延 的 独特 能 力 ， 与 此 相 一 致 的 是 Sir3 在 体外 可 以 形成 稳定 的 多 聚 体 (Liou 
et al, 2005), 

核 小 体 上 去 乙酰 化 的 组 蛋白 H3 和 H4 的 N 端 构 成 了 SIR 复合 体 昔 延 的 平台 
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图 4-7 ”酿酒 酵母 中 的 蜡染 色 质 边界 
邻近 的 常 染色 质 上 由 Sas2 催化 的 H4K16 乙酰 化 限制 了 由 Sir2 催化 的 H4K16 去 乙酰 化 ， 导 致 的 异 染 色 质 蔓延 ， 
因为 其 阻碍 了 Sir3 的 结合 。 邻 近 常 染色 质 上 H3K79 甲 基 化 同样 影响 了 蜡染 色 质 的 蔓延 。 另 外 ，Reb1l、Tbfl、 
哺乳 动物 或 者 病毒 的 Ctil 或 VP16 定位 于 核 孔 附 近 、tRNA 基因 的 存在 可 能 也 调节 了 边界 的 功能 。 可 以 推断 ， 
其 中 某 些 成 分 也 通过 招募 组 蛋 日 去 乙酰 化 酶 来 发 挥 作 用 。 
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(Braunstein et al. 1996; Suka et al. 2001) 。SIR 复合 体 与 组 蛋白 的 结合 方式 帮助 解释 
了 蔓延 是 如 何 发 生 的 〈 图 4-7)。 在 体内 以 及 体外 Sir3 和 Sir4 可 以 与 未 乙酰 化 的 H3 和 
H4 的 氨基 端 相 结合 (Hecht et al，1995，1996)， 这 种 结合 不 需要 H2A 和 H2B 的 尾 
部 。 对 此 最 重要 的 组 蛋白 部 位 是 H4 第 16 一 29 位 氨基 酸 残 基 ， 第 16 位 赖 氨 酸 必须 去 乙 
酰 化 或 带 正 电荷 才能 与 Sir3 结合 (Johnson et al. 1990，1992) 。 不 像 其 他 乙酰 化 位 点 
的 突变 ，H4K16 即便 发 生 一 个 保守 的 突变 都 会 完全 破坏 端 粒 区 域 的 沉默 。 组 蛋白 H3/ 
H4 的 尾部 ， 特 别 是 H4 AY 16~24 位 残 基 ， 在 体外 也 促进 核 小 体 阵 列 紧密 排列 ，H4K16 
的 乙酰 化 状态 似乎 在 这 个 过 程 中 调节 核 小 体 纤维 的 高 度 有 序 折 至。 然而 H4K16 去 乙酰 
化 在 体内 是 如 何 被 调控 的 呢 ? 


7. Sir2 催化 组 蛋白 HA 第 16 位 赖 氨 酸 的 去 乙酰 化 


Sir2 是 一 个 NAD 依赖 的 组 蛋白 去 乙酰 化 酶 ， 与 Sir4 结合 可 增强 其 活性 。Sir2 利用 
ADP- 核 糖 基 转移 酶 活性 使 NAD 转变 成 O- 乙 栈 基 ADP 核糖 来 实现 去 乙酰 化 (Tanner 
et al，2000) 。 既 然 一 个 带 正 电 荷 的 H4K16 对 异 染 色 质 形成 有 关键 作用 ，Sir2 能 在 体内 
和 体外 去 乙酰 化 H4K16 就 显得 尤为 重要 ， 虽 然 它 也 能 去 乙酰 化 H4 氨基 端的 其 他 赖 氨 
酸 以 及 H3K9/H3K14 (Imai et al. 2000; Suka et al. 2002; Cubizolles et al. 2006), PF 
有 这 些 靶 位 点 都 存在 于 H3 和 H4 与 沉默 相关 的 结构 域内 。 有 趣 的 是 ，O- 乙 酰基 ADP 
核糖 不 但 促进 Sir3 的 多 聚 化 ， 而 且 促 进 Sir3 与 Sir4-Sir2 在 体外 的 相互 作用 (Liou et 
al，2005) 。 这 些 数据 证 明 Sir2 介 导 的 组 蛋白 去 乙酰 化 可 促进 SIR 复合 体 的 形成 ， 并 在 
临近 的 核 小 体 上 为 SIR 复合 体 提 供 了 去 乙酰 化 了 的 结合 位 点 。 

在 图 4-6 中 我 们 总 结 了 在 端 粒 和 HM 位 点 处 异 染色 质 的 起 始 与 蔓延 。 在 端 粒 处 ， 
Rapl 招募 Sir4，Sir4 招募 Sir2，Sir2 催化 组 蛋白 H4 和 H3 氨基 端的 去 乙酰 化 。Sir4 也 
招募 Sir3。 组 蛋白 尾部 的 去 乙酰 化 产生 了 Sir3/Sir4 的 结合 位 点 ， 然 后 导致 SIR2-3-4 复 
合体 的 结合 。Sir3 与 Sir4 的 相互 作用 ， 以 及 它们 与 组 蛋白 氨基 端的 相互 作用 是 为 了 在 
核 小 体 纤维 上 稳定 SIR 复合 体 ， 以 使 它 能 沿 着 组 蛋白 尾部 蔓延 。 最 后 ， 染 色 质 纤维 
(下 面 会 讨论 到 ) 的 折 看 可 以 稳定 抑制 状态 。 在 HM 位 点 处 发 生 的 犬 部 分 事件 与 此 相 
似 ， 虽 然 Sir4 最 初 是 通过 Rapl, Abfl, ORC 和 Siri BBW. MAMA SER iy RK 
终止 的 呢 ? | 


8. 常 染色 质 上 的 组 蛋白 乙酰 化 阻止 SIR 复合 体 的 蔓延 


既然 Sir2 催化 的 H4K16 去 乙酰 化 对 于 异 染 色 质 的 形成 起 着 关键 的 作用 ， 所 以 不 难 
理解 这 个 位 点 的 修饰 在 阻止 异 染 色 质 的 传播 中 也 扮演 一 个 重要 角色 。 有 趣 的 是 ， 对 于 党 
染色 质 上 单 乙 酰 化 的 H4， 所 有 的 乙酰 化 位 点 中 只 有 K16 是 被 修饰 的 (Clarke et al. 
1993) 。 其 中 一 个 负责 酵母 亚 端 粒 区 H4K16 乙酰 化 的 酶 是 Sas2， 它 是 乙酰 基 转 移 酶 
CHAT) 中 高 保守 的 MYST 家 族 的 成 员 。 如 果 Sas2 被 敲 除 从 而 阻止 H4K16 的 乙酰 化 ， 
或 者 H4K16 被 突变 成 精 氨 酸 来 模仿 去 乙酰 化 的 状态 时 ， 与 野生 型 细胞 相 比 ， 染 色 体 VI 
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的 右 侧 端 粒 上 SIR 复合 体会 以 较 低 的 水 平 蔓延 到 五 倍 以 上 的 距离 。 这 至 少 部 分 的 表明 ， 
在 亚 端 粒 区 蜡染 色 质 的 蔓延 由 Sir2 和 Sas2 间 的 持 抗 活性 来 控制 (图 4-7) (Kimura et 
al. 2002; Suka et al. 2002), 

与 端 粒 区 相 比 ， 也 许 在 HM A RR EE, Ae 
里 号 染色 体 壁 分布 着 许多 对 生长 很 重要 的 基因 ， 而 且 沉 默 子 作 用 是 双向 的 ， 可 以 沉默 两 
侧 的 DNA 序列。 阻止 从 HMR 到 端 粒 方向 的 沉默 蔓延 的 一 条 分 界线 是 一 个 tRNA 基因 
(Donze and Kamakaka 2001)。 这 种 分 界线 功能 似乎 需要 与 这 个 区 域 的 转录 或 转录 潜能 
相关 的 HAT 活性 。 重 要 的 是 其 中 的 一 个 HAT 是 Sas2, B&R Gecn5 (组 蛋白 H3 的 
HAT) 也 可 以 促进 此 tRNA 基因 的 分 界线 功能 。 这 表明 转录 激活 因子 可 以 通过 招募 
HAT 来 限制 SIR 复合 体 的 蔓延 。 相 应 地 ， 分 界线 活性 也 可 以 归功 于 转录 因子 Reb1、 
Tbfl、 哺 乳 动物 的 转录 因子 CTCF 以 及 含有 酸性 激活 结构 域 的 VP16 (Fourel et al. 
1999，2001) 。 所 有 的 这 些 因子 也 可 以 促进 组 蛋白 的 高 乙酰 化 ， 从 而 通过 破坏 SIR 复合 
体 与 核 小 体 的 结合 来 阻止 其 蔓延 (图 4-7). 

最 后 ， 在 上 述 机 制 之 外 ， 有 报道 表明 存在 于 常 染 色 质 上 的 组 蛋白 变 体 H2A. Z, 
RNA 聚合 酶 结合 因子 Bdfl (Meneghini et al. 2003), H3K79 的 甲 基 化 (van Leeuwen 
et al, 2002) 以 及 DNA 定位 于 核 孔 附 近 都 有 助 于 限制 沉默 染色 质 的 蓝 延 。 虽 然 这 些 因 
素 影 啊 异 染色 质 蔓延 的 机 制 还 不 清楚 ， 但 有 趣 的 是 一 些 活 跃 基 因 结 合 于 核 孔 周边 (Ashii 
et al. 2002; Brickner and Walter 2004) 。 因 此 ， 酵 母 中 边界 因子 的 共同 特点 是 作为 强 
转录 激活 因子 或 者 核 小 体重 塑 因 子 ， 它 们 直接 或 者 间接 地 破坏 组 蛋白 与 异 染 色 质 蛋白 间 
的 相互 作用 。 


ee 9.28 BRR 


HEERA KB eR MER RT, Sa AE. A 
而 稳定 地 抑制 亚 端 粒 区 的 基因 (图 4-5、 图 4-6)。 例 如 ， 尽 管 Rapl 结合 位 点 仅仅 存在 
于 端 粒 末端 约 300 bp 的 TG 重复 DNA， 染 色 质 免疫 共 沉 淀 分 析 表 明 Rap] 可 以 与 距 TG 
重复 3 kb 之 外 的 核 小 体 相 结合 《Strahl-Bolsinger et al、1997)。 相 似 的 ， 从 端 粒 末端 起 
3 kb 均 有 yKu 的 结合 (Martin et al，1999)。 更 重要 的 是 ， 当 SR 基因 突变 破坏 沉默 
后 ，Rapl 和 yKu 仅仅 只 从 更 靠近 内 部 的 序列 上 消失 ， 而 仍 存在 于 末端 的 TG 重复 序列 
(Martin et al。1999) 。 染 色 质 已 被 剪 切 成 小 于 500 bp 的 片段 ， 但 结合 有 Rapl 和 /或 
yKu 的 异 染色 质 仍 有 3 kb， 为 了 解释 这 一 点 ， 有 人 提出 端 粒 折 回 使 得 结合 于 TG 序列 
的 Rapl 和 yKu 与 分 布 于 染色 体 上 的 SIR 蛋白 反 式 结合 〈 图 45、 图 4-6) 。 这 种 结构 可 
AEA IT Zee BAH “WES” DURE. 

支持 端 粒 成 环 的 证 据 来 目 于 Bruin 等 的 工作 〈2001)， 他 们 利用 了 转录 激活 因子 ， 
如 Gal4 不 能 在 它 所 要 激活 的 基因 的 下 游 发 挥 作用 的 特点 。 他 们 把 Gal4 上 游 激活 序列 
(upstream activating sequence, UAS) 元 件 构建 于 报告 基因 的 下 游 ， 然 后 分 别 揪 和 人 染 
色 体 内 部 以 及 靠近 端 粒 的 位 置 。 当 在 一 个 内 部 位 点 时 ， 转 录 不 能 被 半 乳 糖 诱导 。 然 而 ， 
处 在 亚 端 粒 区 时 ，Gal4 UAS 可 以 以 一 种 依赖 于 Sir3 的 方式 在 启动 子 下游 1.9 kb 的 位 
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置 激活 这 个 启动 子 。 研 究 人 员 认 为 ， 在 Sir3 存在 的 情况 下 端 粒 末端 可 以 折 回 ， 从 而 使 
Gal4 UAS 接近 转录 起 始 位 点 (de Bruin et al. 2001), 
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我 们 在 此 已 提出 了 一 个 简化 了 的 观点 ， 即 从 端 粒 末端 Rapl 结合 位 点 开始 出 现 连 续 
的 沉默 染色 质 ， 但 是 在 天 然 端 粒 中 情况 要 复杂 许多 ， 主 要 是 因为 在 亚 端 粒 重复 序列 中 存 
在 天 然 的 边界 元 件 。 一 般 来 说 ， 当 报告 基因 被 插入 的 时 候 ， 亚 端 粒 重复 序列 X 和 Y 都 
被 缺失 ， 使 报告 基因 和 特定 序列 紧邻 于 TG 重复 。 而 另 一 方面 ， 所 有 天 然 的 端 粒 都 含有 
一 个 核心 的 亚 端 粒 重复 元 件 X， 其 位 于 TG 重复 与 最 靠近 端 粒 的 基因 之 间 ，50%~70% 
天 然 的 端 粒 也 至 少 含有 一 个 拷贝 的 较 大 的 亚 端 粒 元 件 Y (图 4-8)。X 和 Y TREA 
转录 调节 子 Tbfl 和 Rebl 的 结合 位 点 ， 被 认为 可 以 减少 沉默 染色 质 的 蔓延 (Fourel et 
al，1999)。 然 而 ，X 元 件 也 含有 ORC 和 Abfl 的 结合 位 点 ， 它 们 则 有 相反 的 效果 E 
起 始 或 促进 对 元 件 靠 近 端 粒 一 边 的 报告 基因 的 抑制 。 结 果 是 天 然 的 端 粒 沉默 中 间 有 不 连 
续 性 ， 这 与 图 4-6 中 描述 的 连续 的 蔓延 模型 有 所 不 同 。 为 了 解释 这 一 点 ，Pryde 和 Lou- 
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图 4-8 天然 端 粒 的 组 织 结构 及 其 沉默 模 却 
图 中 所 示 的 是 亚 端 粒 元 件 及 其 主要 的 蛋白 结合 位 点 。 端 粒 一 般 可 以 分 成 两 类 : 一 种 含有 X, 
aH KH Y, STAR 和 STR 元 件 阻 止 了 抑制 状态 的 蔓延 ， 并 且 在 X 或 了 内 留 下 低 抑制 
水 平 的 区 域 。 在 人 工 截 短 的 端 粒 中 却 并 非 如 此 ， 那 里 的 情况 是 从 TG 重复 延伸 出 3 一 4 kb 的 成 
梯度 减弱 抑制 区 域 。 天 然 端 粒 被 认为 形成 类 似 图 4-6 所 示 的 环 ， 抑 制 的 区 域 是 彼此 接触 的 ， 
在 相 接触 区 域 之 间 的 是 非 抑制 的 染色 质 (摘自 Pryde and Louis 1999). 
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is (1999) 提出 是 端 粒 折 回 使 一 个 非 抑 制 性 的 染色 质 区 域 插入 到 两 个 抑制 性 区 域 之 间 ， 
在 不 影响 从 TG 重复 序列 开始 的 成 核 和 蔓延 的 情况 下 ， 导 致 在 沉默 区 域 中 出 现 不 连 
续 性 。 





I ABLE 

异 染 色 质 最 普遍 且 保 守 的 特征 之 一 是 其 出 现 于 离散 的 核 内 亚 区 室 。 在 酿酒 酵母 中 也 
是 如 此 ， 端 粒 在 间 期 聚集 成 和 能， 与 核 周 保持 紧密 结合 。 这 种 簇 最 早 在 以 下 实验 中 被 发 
现 ; 在 一 个 弥散 的 核 背 景 中 用 免疫 染色 观察 Rapl 和 SIR BA, TURP HRS 
(图 4-9)。 通 过 突变 H4K16 或 者 干扰 Rapl 或 yKu 的 功能 来 破坏 沉默 ， 导 致 SIR 蛋白 
Wax eRe LE Bet B-Ab (Hecht et al. 1995; Laroche et al，1998)。 后 来 发 现 不 止 端 粒 ， 
HML 和 HMR 位 点 也 和 核 膜 紧密 结合 。 这 种 结合 由 若干 元 余 的 通路 所 介 导 ， 或 者 依赖 
于 端 粒 结合 因子 YKu， 或 者 依赖 于 沉默 染色 质 的 形成 本 喘 (Hediger et al. 2002), #0 
AA 这 种 锚 定 的 功能 由 Sir4 的 亚 结 构 域 来 完成 ， 其 可 以 和 位 于 核 膜 的 蛋白 
Escl 相 结 合 (enhances silent chromatin 1; Taddei et al. 2004), Sir4-Escl 的 相互 作用 
使 被 SIR 蛋白 抑制 的 染色 质 i 结构 域 定位 于 核 膜 ， 且 位 于 核 孔 之 外 的 位 点 。 其 至 在 yKu 
锚 定 通路 不 存在 的 情况 下 ， 只 要 抑制 状态 得 到 维持 ，Sir4-Escl 的 相互 作用 也 可 以 保持 
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图 4-9 SIR 蛋白 和 Rapl 被 发 现 呈 点 状 集中 分 布 于 核 周 
a, Rapl (绿色 ) 显示 的 七 个 艇 代表 了 二 倍 体 细胞 中 的 64 个 端 粒 。 他 们 或 位 于 核 周 或 
者 临近 核 仁 〈 蓝 色 ， 抗 Nop1) 。 红 色 为 DNA。b， 用 荧光 原 位 杂交 (FISH) 显示 端 粒 
DNA， 绿 色 为 HML。 两 者 约 有 70%% 是 共 定 位 的 ， 并 且 都 靠近 核 膜 GE) (Heun et 
al. 2001), c, Sird (绿色 ) 在 核 膜 (Mab414 染色 为 红色 ) PUTA RRR. AP 
分 布 在 缺失 yKu70 的 菌株 中 消失 ， 对 应 着 端 粒 沉默 状态 的 丢失 (Laroche et al, 1998), 
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12. 表 观 遗传 状态 的 继承 


异 染 色 质 的 一 个 普遍 特性 是 它 的 沉默 状态 可 以 从 一 代 传 递 到 下 一 代 。 这 需要 在 
DNA 复制 后 的 子 链 上 很 快 发 生 异 染色 质 结构 的 重新 装配 。 关 于 细胞 周期 如 何 影响 染色 
质 状 态 的 建立 和 继承 方面 的 先驱 工作 由 Miller 和 Nasmyth (1984) 进行 ， 他 们 用 一 个 
温度 敏感 的 sir3* 突变 体 来 研究 沉默 的 起 始 与 丢失 。 从 许可 温度 到 非 许 可 温度 的 转换 引 
起 沉默 的 迅速 丢失 ， 这 表明 维持 抑制 状态 需要 Sir3。 然 而 ， 在 相反 的 实验 中 ， 非 允许 温 
度 到 允许 温度 的 转换 并 没有 立即 导致 沉默 的 恢复 :需要 通过 一 轮 细 胞 周期 。 他 们 得 出 结 
论 抑 制 的 染色 质 的 建立 和 遗传 需要 S 期 的 某 个 事件 。 后 来 的 研究 表明 还 需要 G2/M 期 
的 事件 (Lau et al. 2002), 

最 初 ， 人 们 认为 沉默 子 连锁 的 ARS 的 复制 起 始 “ 点 火 ” 可 能 是 沉默 染色 质 状态 建 
立 或 继承 中 的 一 个 关键 事件 ， 但 是 由 于 复制 起 始 并 未 在 HML 位 点 被 检测 到 ， 这 似乎 不 
是 正确 的 解释 。 果 然 ， 靶 向 的 GBD-Sirl 融合 蛋白 可 以 有 效 取代 ORC 的 实验 使 人 们 彻 
底气 弃 了 “复制 起 始 “ 点 火 ” 对 沉默 染色 质 状 态 的 继承 起 重要 作用 ”的 观点 。 另 一 方 
面 ， 一 些 证 据 表 明 经 过 S 期 对 于 异 染 色 质 装配 是 必要 的 。 这 被 广泛 的 解释 为 对 DNA 复 
制 及 伴随 的 染色 质 结 构 重 新 装配 的 需要 ， 然 而 ， 最 近 的 实验 表明 抑制 状态 的 建立 能 发 生 
于 不 复制 的 DNA (Kirchmaier and Rine 2001; Li etal. 2001) 。 抑 制 态 染色 质 建立 所 需 
的 一 些 未 知 因子 可 能 是 那些 在 S 晚期 被 特定 激活 的 ， 或 者 有 特殊 的 S-G2 期 功能 的 蛋 
日 。 其 中 也 许 包括 一 些 新 合成 的 组 蛋白 或 组 蛋白 修饰 酶 。 它 们 可 能 也 包括 分 子 伴侣 ， 例 
如 染色 质 装 配 因 子 1 (chromatin assembly factor 1，CAF1) 复合 体 ， 其 功能 为 确保 重 
要 的 组 蛋 日 装配 步 又。 

其 他 研究 显示 直到 分 裂 后 期 才 形 成 稳定 的 沉默 状态 ， 远 远 超出 了 发 生 染 色 体 装配 的 
S 期 。 似 乎 一 个 黏 接 蛋 白 (cohesin〉 亚 基 Sccl 可 以 防止 稳定 抑制 态 的 形成 ， 直 到 其 在 
分 裂 中 期 过 渡 到 分 裂 后 期 时 被 降解 〈Lau et al.，2002)。 这 与 以 下 发 现 相 吻合 ， 靶 向 导 
人 转录 因子 在 G/M 期 能 有 效 地 破坏 沉默 染色 质 的 形成 ,但 一 旦 细胞 已 经 过 M 期 进入 
G1 期 ， 则 不 能 产生 该 效应 (Aparicio and Gottschling 1994)。 总 之 ， 这 些 发 现 认 为 ， 在 
关键 的 S 期 成 分 或 事件 之 外 ， 还 有 某 个 需要 通过 有 丝 分 裂 的 步骤 ， 旦 其 直接 或 间接 的 依 
RT BHR ARE AAA. 


13. 衰老 与 Sir2; A rDNA 重复 序列 的 不 稳定 性 而 相 联系 


ERER, BERK rDNA 重复 序列 与 着 丝 粒 异 染色 质 相 邻 ， 在 很 多 高 等 真 核 
物种 中 ， 核 仁和 压缩 态 的 异 染 色 质 在 空间 上 相 邻 。 因 此 ， 非 常 重要 的 是 ， 在 酵母 中 ， 
Sir2 以 不 依赖 其 他 SIR 和 蛋白 的 方式 ， 与 高 转录 活性 的 rDNA 重复 有 遗传 上 和 物理 上 的 
相互 作用 (Gotta et al. 1997), BASE, Sir2 抑制 rDNA 的 重组 ， 也 抑制 插入 到 rDNA & 
列 中 的 依赖 RNA 聚合 酶 II 的 报告 基因 的 表达 。 鉴 于 rDNA 重复 序列 首尾 相连 重复 排 
列 ， 易 发 生 不 对 称 重 组 事件 ， 导 致 rDNA 阵列 的 减少 或 者 增加 。 这 种 不 稳定 性 与 观察 
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到 的 染色 体外 rDNA 环 的 累积 现象 相关 (图 4-11) (Sinclair and Guarente 1997)。 抑 制 
插入 到 rDNA 中 的 报告 基因 及 防止 可 导致 rDNA 重复 丢失 的 异常 重组 ， 都 需要 sir; 
这 可 能 是 通过 置 人 核 小 体 (Fritze et al. 1997) 或 使 姐妹 染色 单 体 中 重复 序列 相 匹 配 来 
阻止 不 对 称 重组 事件 的 发 生 (Kobayashi et al. 2004), : 





原始 细胞 ERC 的 切割 
或 继承 


Si 


图 4-11 rDNA 重组 导致 酵母 细胞 衰老 
rDNA 由 140~200 个 9. 1 kb 的 单元 排列 而 成 (红色 方 框 )。 他 们 编码 18S、5. 8S、25S 和 5SrRNA, 在 
5S 基因 下 游 和 18S 基因 中 存在 两 个 Sir? 应 答 元 件 。rDNA 重复 在 衰老 的 酵母 细胞 中 易 被 切割 出 ， 切 割 
而 成 的 环 可 以 在 母 细 胞 中 累积 (Kaeberlein et al，1999)。 这 与 过 时 衰老 相关 并 且 能 被 Sir2 抑制 ，Sir2 
能 帮助 抑制 不 对 称 重组 与 rDNA 环 的 切割 。 


酵母 Sir2 缺失 最 令 人 惊讶 的 表 型 是 寿命 的 缩短 ， 而 在 酵母 中 寿命 的 长 得 与 端 粒 抑 
制 的 丢失 或 者 TG 重复 区 的 长 度 无 直接 联系 。 事 实 上 ，Sir2 缺陷 的 酵母 寿命 变 短 的 表 型 
意味 着 这 些 细胞 平均 分 裂 少 于 12 次 ， 而 非 野 生 型 细胞 的 20 一 25 次 〈Kaeberlein et al. 
1999) 。 现 在 人 们 已 经 确信 因 不 对 称 重组 事件 所 产生 的 染色 体外 的 rDNA 重复 序列 环 
(extrachromosomal rDNA repeat circles，ERC) ， 及 其 在 母 细 胞 中 的 积累 与 酵母 的 误 老 
相关 (图 4-11)。 重 要 的 是 ， 生 命 期 不 仅 因 缺 失 Sir2 而 变 短 ， 而 且 还 可 以 通过 过 表达 
Sir2 而 延长 ， 过 表达 Sir2 导致 结合 到 rDNA 上 的 Sir2 增多 。 另 外 有 一 些 突变 体 可 以 降 
低 rDNA 切割 效率 (Defossez et al. 1999), ， 例 如 ， 复 制 又 障碍 蛋白 Fobl 的 突变 可 以 延 
长 酵母 生命 期 ， 正 如 人 为 产生 ERC 可 以 导致 细胞 的 衰老 (Sinclair and Guarente 1997), 
因此 ，rDNA 不 稳定 性 显然 与 酵母 衰老 有 关 ， 尽 管 其 作用 可 能 是 间接 的 。 有 一 种 模型 认 
为 高 水 平 的 ERC 占用 了 DNA 修复 或 复制 相关 和 蛋白， 导致 基因 组 损伤 的 增加 ， 或 降低 
了 基因 组 其 余部 分 的 复制 效率 。 

因为 Sir2 是 一 个 NAD 依赖 的 去 乙酰 化 酶 ， 而 NAD 水 平 又 是 新 陈 代谢 的 指标 ， 有 
人 认为 Sir2 调节 寿命 的 功能 可 能 与 卡路里 限制 对 寿命 的 延长 作用 有 关 ， 后 者 是 许多 物 
种 中 保守 存在 的 一 条 延缓 衰老 的 通路 。 尽 管 这 一 观点 得 到 了 以 下 实验 的 支持 ， 即 卡路里 
限制 可 以 在 酵母 、 果 蝇 和 哺乳 动物 中 提高 Sir2 的 活性 。 但 研究 表明 酵母 寿命 在 低 葡萄 
糖 条 件 〈 卡 路 里 限制 ) 下 的 延长 ， 并 不 依赖 于 Sir2, H5 Sir2 作用 有 累加 效应 。 因 此 ， 
Sir2 和 卡路里 限制 通过 不 同 的 通路 来 延长 寿命 。 

切割 出 的 rDNA 环 的 累积 尚未 在 其 他 任何 物种 中 被 发 现 ， 但 人 们 认为 在 秀丽 线虫 
和 喘 齿 类 中 其 他 形式 的 基因 组 不 稳定 与 生命 期 变 短 相 关 。 与 酿酒 酵母 中 缺失 Sir2 导致 
姐妹 染色 体 间 的 不 对 称 重 组 类 似 ， 哺 乳 动 物 中 端 粒 丢失 了 蜡染 色 质 状态 后 会 导致 染色 体 
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末端 之 间 的 融合 ， 从 而 限制 细胞 的 分 裂 潜 能 。 虽 然 我 们 还 不 知道 哺乳 动物 的 Sir2 是 否 
影响 这 些 机 制 ， 但 似乎 基因 组 不 稳定 性 是 衰老 中 的 一 个 共同 因素 ， 而 异 染色 质 结构 的 丢 
失 很 可 能 专 一 性 地 影响 了 这 些 事件 。 


遗传 学 、 生 物化 学 和 细胞 生物 学 技术 共同 被 用 于 研究 酿酒 酵母 中 异 染 色 质 介 导 的 基 
因 沉 软 的 基本 规律 。 这 些 规 律 包 括 异 染色 质 形 成 的 起 始 、 莫 延 以 及 对 蔓延 的 阻止 ， 异 染 
色 质 因子 的 平衡 及 其 在 核 内 亚 区 室 中 的 分 布 ， 异 染色 质 环 化 以 及 细胞 周期 在 异 染色 质 形 
成 中 的 作用 。 此 外 ， 在 体外 重 构 酵 母 异 染色 质 的 系统 已 经 被 建立 。 这 些 体内 和 体外 的 研 


究 为 我 们 理解 所 有 真 核 生 物 中 从 染色 质 纤维 到 异 染色 质 的 组 装 提供 了 良好 的 基础 。 
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1. 基因 异常 移 位 到 异 染 色 质 附近 引起 花 班 表 弄 


一 些 真 核 生物 基因 组 中 大 段 大 段 DNA (主要 是 重复 序列 ) 被 压缩 成 永久 失 活 的 组 
成 型 异 染 色 质 。 这 种 染色 质 组 分 的 最 初 发现 是 因为 它们 从 细胞 分 裂 中 期 到 分 昼 间 期 的 转 
变 过 程 中 始终 保持 着 浓缩 和 深 染 的 状态 ( 异 固 缩 的 )。 它 们 主要 分 布 在 染色 体 的 着 丝 粒 
区 和 和 端 粒 区 。 异 染色 质 区 域 倾向 于 晚 复 制 ， 在 减 数 分 裂 期 少 发 生 或 不 发 生 染 色 体 重组 。 
这 些 区 域 虽 缺乏 基因 ， 但 并 不 是 没有 基因 ， 且 这 些 异 染色 质 区 基因 的 有 效 表达 常常 依赖 
于 蜡染 色 质 环境 。 约 1/3 的 果 蝇 基因 组 被 认为 是 异 染 色 质 ， 包 括 整个 Y 染色体 、 微 小 
的 第 四 号 染色 体 的 大 部 分 以 及 占 和 染色 体 40% 和 常 染 色 体 20% 的 着 丝 粒 区 。 在 过 去 的 
几 十 年 中 ， 我 们 获得 了 大 量 关 于 异 染 色 质 的 生物 化 学 知识 ， 而 这 其 中 的 大 部 分 是 从 果 蝇 
的 研究 中 得 到 的 CRichards and Elgin 2002; Schotta et al. 2003), 

| whit 基因 是 在 黑 腹 果 蝇 中 最 早 发 现 的 突变 之 一 ， 它 导致 了 果 蝇 的 日 眼 而 非 野生 型 
的 红眼 。Muller (1930) H X 射线 诱 变 发 现 了 一 种 不 寻常 的 果 蝇 表 型 ， 这 些 果 蝇 眼 睛 
的 局 部 区 域 是 红色 的 而 另外 的 区 域 是 白色 的 〈 图 5-1) 。 这 种 表 型 意味 着 white KARZ 
并 没有 被 彻底 破坏 ， 因 为 一 部 分 眼睛 还 保持 着 红色 ， 如 再 次 用 X 射线 诱 变 依然 能 够 将 
其 后 代 眼 睛 的 颜色 完全 恢复 成 红色 。 然 而 ，white 基因 在 有 些 细胞 里 显然 是 沉默 的 ， 在 
正常 情况 下 white 基因 在 这 些 细胞 里 是 表达 的 。 对 多 线 染色 体 的 检测 (图 5-4) 表明 这 
种 表 型 是 染色 体 倒 位 或 重 排 的 结果 ， 其 中 一 个 断裂 点 发 生 在 臂 间 蜡染 色 质 内 而 另 一 个 断 
裂 点 则 邻近 white 基因 (图 5-1) 。 由 于 花 斑 表 型 是 由 基因 的 染色 体 上 位 置 变化 引起 的 ， 
所 以 这 种 现象 被 称 为 位 置 效应 花 斑 〈(PEV) 。 实 际 上 ， 到 目前 为 止 被 检测 过 的 所 有 果 蝇 
基因 在 染色 体重 排 后 都 表现 出 异 质 性 ， 凡 是 涉及 臂 间 异 染色 质 的 染色 体重 排 都 能 导致 
PEV 的 发 生 。PEYV 的 现象 存 在 于 包括 酵母 、 果 蝇 和 哺乳 动物 在 内 的 各 个 物种 中 ， 但 主 
要 在 果 蝇 中 被 用 作 研 究 异 染色 质 的 工具 。 

”PEYV 现象 表明 染色 体重 排 导 致 异 染色 质 构象 沿 着 染色 体 “ 蔓 延 "。 显 然 ， 这 种 染色 
体重 排 删除 了 正常 存在 的 壁垒 或 缓冲 区 域 。 其 后 果 就 是 正常 情况 下 以 常 染 色 质 形式 存在 
的 基因 发 生 染 色 质 结构 改变 被 沉默 。 对 带 有 这 种 染色 体重 排 的 果 蝇 幼虫 多 线 染 色 体 的 视 
党 观察 表明 带 有 报告 基因 的 区 域 被 包装 成 一 段 致密 的 异 染色 质 区 域 ， 但 是 这 种 现象 只 在 
报告 基因 失 活 的 细胞 中 才 存 在 〈Zhimulev et al. 1986). white 基因 重 排 的 表 型 模式 ， 如 
色素 细胞 的 数目 、 色 素 斑 的 大 小 和 在 两 个 不 同 细胞 类 型 观察 到 的 色素 水 平 可 以 是 不 同 的 
(图 5-1) 。 在 一 个 以 可 诱导 的 lacZ 基因 作为 报告 基因 的 系统 中 ， 研 究 者 们 观察 到 基因 议 
默 发 生 在 胚胎 期 ， 这 是 一 个 在 细胞 学 水 平 上 可 以 观察 到 异 染 色 质 和 蜡染 色 质 在 体 细 胞 和 
生殖 细胞 中 被 表 观 遗传 继承 的 最 早 时 期 ;在 三 龄 幼虫 中 ， 这 种 镶 骨 表 型 是 由 于 分 化 过 程 
中 基因 沉默 被 不 同 程度 地 降低 所 造成 的 《Lu et al. 1996)。 然 而 ， 不 是 所 有 异 质 的 基因 
沉默 都 能 保持 到 分 化 后 ， 对 不 同 的 基因 而 言 ， 决 定 其 “ 开 / 关 ”平衡 的 因素 也 是 不 同 的 
(更 多 的 详细 讨论 见 Ashburner et al. 2005b), 

对 于 一 只 表现 出 PEV 表 型 的 果 蝇 来 说 ， 可 以 直接 筛选 出 显 性 的 新 突变 位 点 〈 可 以 
通过 化 学 诱 变 剂 诱发 点 突变 或 小 片段 插入 或 删除 )， 这 些 突变 有 的 是 导致 基因 沉默 丢失 
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图 5-3 蜡染 色 质 被 装配 成 规则 的 核 小 体 阵列 

a. 一 个 转 座 元 件 ， 携 带 一 个 拷贝 的 热 激 蛋白 〈hsp26) 基因 和 一 个 拷贝 的 hsp70 驱动 的 white 基因 作为 可 视 
标记 ， 用 于 检查 处 于 不 同 染 色 质 区 域 的 相同 基因 。b, 携带 处 于 常 染 色 质 区 转基因 的 果 蝇 系 (39C-X; 红眼 ) 
和 携带 处 于 异 染 色 质 区 转基因 的 果 蝇 系 (HS-2; 花 斑 眼 ) 果 蝇 胚胎 的 核 被 浓度 逐渐 增加 的 MNase 切割 ， 纯 
化 DNA 进行 琼脂 糖 凝 胶 电泳 ， 然 后 用 针对 转基因 的 探 针 进行 Southern 杂交 。MNase 切割 的 连接 区 位 点 用 
箭头 标记 。c 对 每 个 样品 的 最 后 一 个 泳 道 用 光 密 度 计 扫描 结果 的 对 比 〈 从 上 到 下 即 是 从 左 到 右 )。 在 异 染 色 
质 中 能 检测 到 9 一 10 个 核 小 体 的 阵列 〈 红 线 )， 而 在 常 染色 质 中 是 5~6 个 核 小 体 的 阵列 ER), ERER 
染色 质 中 有 更 规则 的 核 小 体 阵列 的 空间 间隔 。d, 结构 示意 图 O, co 经 允许 修改 自 Su et al. 2001 [@ 美 国 
微生物 学 协会 ])。 


强 花 斑 效 应 。 这 种 影响 也 许 是 因为 具有 固定 数量 的 异 染 色 质 装配 关键 蛋白 的 滴 度 发 生变 
化 造成 的 。 抑 制 或 增强 PEV 的 第 一 批 位 点 突变 体 是 由 Schultz (1950) 和 Spofford 
(1967) 鉴定 出 来 的 。 截 至 目前 ， 约 有 150 个 基因 被 认为 是 PEV 修饰 子 。 

Su(Cvar) Al ECvar) RAS Hie HRA PEV 中 蜡染 色 质 基因 沉默 的 起 始 有 关 。 
对 这 些 基因 的 分 子 生 物 学 研究 是 理解 异 染 色 质 形成 和 基因 沉默 机 制 的 关键 。 在 大 多 数 情 
WF, XEREX PEV 的 修饰 效应 是 显 性 的 ，Su(vwar)/ 十 或 EECvar)/ 十 杂 合 子 表 现 出 
PEV 抑制 或 增强 表 型 (图 5-1)。Su《var) 和 E(var) 突 变 的 有 效 分 离 和 深入 的 遗传 学 分 
析 取 决 于 是 否 有 可 用 于 实验 操作 的 PEV EH REDARE PEV 重 排 报道 
(Flybase 2005) ， 仅 有 少 部 分 可 被 有 效 地 用 于 显 性 修饰 子 突 变 的 遗传 学 筛选 。 对 这 类 研 
究 最 有 用 的 PEV EHE In(1)w™ (Muller 1930) 。 这 个 重 排 是 white 基因 花 斑 ， 是 一 
个 在 成 虫 果 蜗 中 容易 识别 的 表 型 〈 图 5-1) 。 在 w” white 基因 花 斑 的 外 显 率 是 100%， 
因此 所 有 原始 的 果 蝇 都 表现 出 white 基因 花 斑 表 型 的 眼睛 。white 基因 的 失 活 不 影响 果 
蝇 的 生活 力 和 生育 力 ， 所 以 用 w”* 纯 合子 果 晶 可 开展 各 种 相关 研究 工作 。 
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TE w”" 重 排 中 ， 染 色 体 倒 位 造成 携带 X 染色 体 异 染色 质 的 white 基因 位 于 核 仁 组 织 
的 远 端 边界 区 (Cooper 1959)。 这 个 区 域 含有 串 连 排列 的 R1 型 移动 元 件 ， 严 (1) w™ 
异 染 色 质 区 的 断裂 点 正好 位 于 一 个 R1 重复 单元 中 CA. Ebert and G. Reuter, 未 发 
R). BEX Bea A AEG CBR (ethyl methylsulfonate, EMS, 一 种 化 学 诱 变 剂 ) 处 理 
后 已 分 离 到 In(1) w” WREE RTI (Tartof et al. 1984; Reuter et al. 1985). 
在 对 超过 50 个 W” 表 型 回复 突变 体 的 染色 体 ( 全 都 是 再 导致 white 基因 转 座 到 常 染色 
质 附 近 区 域 ) 的 分 析 表 明 ， 断 裂 点 周围 的 异 染 色 质 导致 了 w 的 white 基因 的 失 活 。 如 
RILAR 下 (va 突变 ， 大 部 分 的 回复 突变 体 再 次 表现 出 花 斑 表 型 ， 意 味 着 重 定位 后 部 
分 异 染 色 质 序列 仍然 与 white 基因 联系 在 一 起 。 这 并 不 奇怪 ， 因 为 周围 DNA 中 的 断裂 
上 扩 是 随机 的 。 这 项 研究 意味 着 重复 序列 (本 项 研究 是 R1 重复 单元 ) 是 异 染 色 质 形成 的 
BELA 

大 部 分 已 知 的 PEV 修饰 子 突变 是 在 敏感 的 遗传 背景 下 被 分 离 出 来 的 。 在 显 性 抑制 
子 突变 的 分 离 中 ， 检 测 到 的 基因 型 中 含有 显 性 增强 子 ， 而 显 性 抑制 子 则 往往 出 现 于 显 性 
增强 子 突变 的 分 离 中 (Dorn et al. 1993b) 。 如 果 检 测 基因 型 中 含有 PEV 的 增强 子 ， 所 
有 的 zx 严 果 蝇 都 应 为 和 白眼， 如果 只 有 个 别 的 带 有 花 斑 或 者 红眼 ， 表 明 有 新 的 显 性 Su 
(za 六 突变 介入 。 相 应 地 ， 在 含有 显 性 抑制 子 的 测试 果 蝇 中 ， 所 有 的 到 果 蝇 都 应 为 红 
眼 ， 如 果 只 有 个 别 的 为 花 眼 ， 表 明 有 新 的 显 性 下 (ver) 突 变 介 入 。 这 些 敏 感 的 遗传 学 得 
选 方法 有 助 于 分 离 强 显 性 Su(var) 和 Elvar) 突 变 ， 对 详细 的 遗传 学 分 析 是 非常 有 用 的 。 

至 少 有 100 万 只 果 蝇 被 应 用 于 采用 这 种 方法 的 各 种 筛选 中 ,已 有 超过 140 个 
Sulvar) 突 变 和 230 个 (var) 突变 被 分 离 了 出 来 (Schotta et al，2003)。 突 变 是 通过 
EMS, X 射线 处 理 或 PP 元 件 重 定位 实现 的 。 另 一 组 Sulvan REEE w RIR H 
筛选 中 分 离 出 来 的 (Sinclair et al. 1983)。 在 对 体 色 标记 基因 yellow 高 度 花 斑 效 应 并 含 
A DE CG; O 染色 体 的 果 晶 进行 筛选 之 后 ， 也 分 离 出 了 70 个 PEV 修饰 子 突变 
(Donaldson et al，1994) 。 另 外 ， 对 转 座 子 报告 基因 表达 的 显 性 修饰 子 的 筛选 也 鉴定 出 
一 些 带 有 Su Cvar) 效应 的 突变 (Birchler et al. 1994) 。 有 相当 一 批 关键 调控 基因 的 表 
达 被 polycomb 家 族 (PcG) 下 调 ， 或 被 trithorax RR (trxG) 上调。 在 直接 检测 中 ， 
只 有 很 少 的 PcG 突变 影响 PEV (如 Sinclair et al，1998) 。 而 很 多 trzxG 基因 的 突变 是 
PEV 的 增强 子 (Dorn et al. 1993a; Farkas et al. 1994), 

总 的 来 说 ， 这 些 人 筛选 鉴定 出 了 大 量 的 显 性 Sw(zar) 和 五 (aar) 突 变 。 据 当前 的 遗传 
ZIRA, Sulvan i ECvar) 845K BAKA 150 个 。 大 量 的 SuCvar) M ECvar) 
基因 有 着 几乎 完全 相同 的 表 型 ， 这 有 时 会 造成 遗传 学 命名 的 矛盾 。 所 以 通常 情况 下 ， 
Sulvar) 和 (var) 基 因 符 号 是 突变 所 在 染色 体 号 的 数字 、 基 因 的 排序 数 和 等 位 基因 的 排 
序数 的 综合 。 例 如 ，Su(var) 3-9” 表 示 在 3 号 染色 体 上 发 现 的 第 9 个 Su(var) 基 因 的 第 
17 个 等 位 基因 。 目 前 ， 只 有 30 个 左右 的 相应 基因 被 精确 定位 且 等 位 基因 都 被 鉴定 出 来 
( 表 5-1) 。 利 用 一 系列 重 春 缺陷 以 及 复制 加 倍 观察 到 大 约 有 三 分 之 一 已 鉴定 的 基因 有 剂 
量 依 赖 效 应 。 在 这 些 例 子 中 ， 基 因 丢 失 一 个 拷贝 造成 了 基因 产物 量 的 减少 ， 进 而 影响 了 
花 斑 表 型 。 这 些 Su《var) 和 EC(var) 位 点 的 删除 分 别 造成 基因 沉默 的 抑制 或 增强 。 染 色 
体重 复 片 段 研 究 鉴 定 出 了 一 些 修 饰 子 位 点 ， 如 果 通 过 复制 或 转基因 插入 的 方法 引入 这 些 
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基因 的 一 个 额外 拷贝 则 会 表现 出 对 PEV 完全 相反 的 修饰 作用 。 具 有 剂量 依赖 效应 的 
PEV 修饰 子 基因 的 总 数 估 计 为 15 一 20 4 (Schotta et al. 2003). 


表 S-1 遗传 学 上 定义 的 Su(var) 和 E(var) 基 因 以 及 它们 的 分 子 功 能 
Su(var)/ E(var) 基 因 染色 体位 置 分 子 功能 、 和 蛋白 定位 和 表 型 作用 
Suv4-20[ Su(var) ] X; 1B13-14 | HKMT, 三 甲 基 化 组 蛋白 H4K20 
Sulz) 5[Su(var) ] 2L; 21B2 SRHRARE Re 


chm(chameau)[Su(var) ] 2L; 27F3-4 Myst 结构 域 HAT; WA PEV 但 是 增强 Poly-group 突变 


St REA HP1 ,结合 二 甲 基 化 和 三 甲 基 化 的 H3K9， 
结合 SUCVAR)3-9 


Su(Cvar) 2-HP2 2R; 51B6 异 染 色 质 结合 蛋白 ,结合 HP1 


Sulvar) 2-5 CHP1) ZL; 28F2-3 


SuCvar) 2-10 2R; 45A8-9 PIAS 蛋白 ,JAK/STAT 通路 的 负 调 节 子 


Su(var) 3-64B (HDAC1=RPD3) 3L; 64B12 组 蛋白 去 乙酰 化 酶 HDAC1 ,去 乙酰 化 H3K9 


HKMT, H3K27 单 . 双 和 三 甲 基 化 ;增加 一 个 基因 接见 则 
增强 PEV 在 无 效 突变 体 中 ,所 有 常 染 色 质 和 蜡染 色 质 
的 H3K27 甲 基 化 都 丢失 了 ,H3K9 甲 基 化 不 受 影 响 


SuURL Su(car) J 3L; 68A4 抑制 异 染 色 质 复制 不 是 ;蜡染 色 质 结合 蛋白 
肥效 等 位 基因 的 JILL 突变 ,羧基 端 缺 失 蛋 白 不 影响 激 


E(z)|SuCvar) | 





Su(var) 3-1 (JIL1) 3L; 68A5-6 
’ ats eass We es ELL Se RE 
Dom( Domina) [| Su(var) | fork head winged-helix(FKH/WW) Hs R HEME 
SuCvar) 3-6 PP1 蛋白 丝氨酸 / 苏 氨 酸 磷酸 本 
tA» . , _ 
Su(var) 3-7 3R; 87E3 PER ELE Sie EBs “J HPI 和 SUCVAR)3-9 相互 
作用 
St A. Ea: 
Seton) 35 ar, goreg | PEMT PALHA H3K9, 结 合 异 染色 质 , 与 HP1 相 
互 作用 
mod (modulo}L SuCvar) | DNA 和 RNA 结合 蛋白 ,磷酸 化 的 Mod 结合 rRNA 
E(var) 3-64E/ Ubp64 Ever 可 能 的 泛 素 特 异 的 蛋白 酶 (Ubp46) 
Tri(Trithoraz-like)|L Elvar) | GAGA 因子 ,结合 重复 DNA 序列 
Mod (mdg4)/ Elvar) 3-93D 转录 调节 因子 ,通过 反 式 剪 切 产生 20 多 个 蛋白 亚 型 
Elvar) 3-93E EOF 转录 因子 ; 单 倍增 强 子 和 三 倍 抑制 子 


如 果 一 个 基因 丢失 一 个 拷贝 抑制 了 PEV， 而 同时 存在 三 个 拷贝 则 增强 了 PEV， 这 
意味 着 这 个 基因 编码 的 产物 与 异 染 色 质 的 建立 和 基因 的 沉默 是 一 种 线性 量化 关系 (图 
5-2). 3 个 这 样 的 位 点 ，Su(var) 2-5 (编码 HP1), SuCvar) 3-7 (编码 一 个 锌 指 蛋 白 》 
和 Su(var) 3-9 (编码 一 个 组 重 日 赖 氨 酸 转移 酶 ) 都 被 鉴定 出 来 。Sulvar) 2-5 是 对 一 个 
cDNA 表达 文库 进行 筛选 时 克隆 出 来 的 ， 它 的 单 克 隆 抗 体 识 别 异 染色 质 (James and 
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Elgin 1986)。 它 编码 的 异 染 色 质 相关 和 蛋白 被 命名 为 HPI ( 异 染 色 质 蛋白 1) 。 用 分 离 克 
隆 的 DNA 做 原 位 杂交 分 析 鉴 定 出 一 个 位 于 多 线 染色 体 28~29 区 的 基因 ， 这 是 Sular) 
2-5 以 前 被 定位 的 地 方 。 对 突变 等 位 基因 的 DNA 序列 分 析 证 实 位 于 染色 体 28F1-2 的 Su 
(var) 2-5 位 点 编码 HP1 (Eissenberg et al. 1990), HP] 包含 两 个 保守 结构 域 ， 一 个 N 
mq chromo 结构 域 和 一 个 C 端 chromoshadow 结构 域 (Paro and Hogness 1991)， 并 与 
其 他 几 个 染色 斋 蛋 白 相 互 作用 。Su(wvar) 3-7 最 先 在 细胞 遗传 学 上 被 定位 (用 一 系列 重 
登 删 除 和 重复 ) 在 第 3 号 染色 体 的 87E1-4 区 。 这 个 区 域 曾 在 部 分 最 初 的 果 蝇 染色 体 步 
移 实 验 中 于 DNA 水 平 被 分 析 过 (Bender et al. 1983) 。 用 一 系列 重 丢 的 基因 组 克隆 ， 
Su(zar)3-7 被 定位 于 一 个 7. 8kb 的 DNA 片段 ， 对 花 斑 报 告 基因 有 三 倍增 强 子 作用 
(Reuter et al.. 1990)。Sulvar)3-7 编 码 一 个 具有 7 个 规则 间隔 的 锌 指 结构 的 蛋白 ， 这 
个 结构 域 具有 DNA 结合 功能 (Cleard and Spierer 2001), Su(var) 3-9 在 P 元 件 转 ef 
标签 实验 中 被 克隆 出 来 (Tschiersch et al. 1994), Su(var)3-97F RP AURERE 
目前 研究 过 的 其 他 全 变态 昆虫 中 ) 与 编码 eIF27 的 基因 形成 双 顺 反 子 单元 (Krauss and 
Reuter 2000)。 由 于 Su(var) 3-9 转 录 单元 中 没有 内 含 子 ， 所 以 SuCvar) 3-9 很 有 可 能 是 
通过 逆转 座 作 用 插入 到 eIF2y 基因 的 内 含 子 中 。SU(VAR)3-9 蛋 白 在 N 端 含 有 一 个 
chromo 结构 域 ， 在 C 端 含有 一 个 SET 结构 域 ,这 是 二 个 首先 在 SU CVAR) 3-9, 
LE (2)] 和 trithorax 中 鉴定 出 来 的 结构 域 (Jones and Gelbart 1993; Tschiersch et al. 
1994) ， 是 一 个 特异 修饰 组 蛋白 H3 第 9 位 赖 氨 酸 的 组 蛋白 甲 基 转 移 酶 。 

Su(var)2-5 已 发 现 了 ?7 个 不 同 的 突变 体 等 位 基因 ， 包 括 chromo 结构 域 的 错 义 突 
变 ， 终 止 密码 子 提前 和 剪 切 错误 (Eissenberg et al, 1992), SuCvar) 3-7 KZ AE KBE 
助 于 同 源 重组 产生 的 〈Seum et al. 2002); 其 他 的 等 位 基因 是 作为 卫 元 件 依 赖 的 基因 沉 
默 的 抑制 子 被 发 现 的 《Bushey and Locke 2004). Su(var) 3-9 有 40 个 突变 体 等 位 基因 
在 分 子 水 平 上 被 发 现 〈Ebert et al，2004) 。 用 特异 抗体 和 转基因 表达 的 融合 蛋白 进行 的 
免疫 组 化 分 析 表 明 这 三 个 蛋白 都 借 向 于 与 异 染 色 质 结合 〈 图 5-4) James et al. 1989; 
Cleard et al. 1997; Schotta et al. 2002), HP1 和 SU (VAR) 3-9 与 异 染色 质 的 共 定 位 
尤其 明显 。 这 些 蛋 白 同 样 也 结合 在 端 粒 和 一 些 常 染 色 质 位 点 上 (Fanti et al. 1998; 
Schotta et al. 2002), 

数 个 位 于 端 粒 区 携带 有 w 报告 基因 的 忆 元 件 表现 出 white 基因 的 花 斑 效 应 。 这 个 
现象 被 称 为 问 粒 位 置 效 应 (telomere position effect, TPE), HRF BASRA AY AL AB SE 
卫星 序列 〈telomere-associated satellite，TAS)、 紧 邻 HeT-A 和 TART 道 转录 病毒 元 
件 的 重复 DNA 艇 呈现 异 染 色 质 样 装配 (Cryderman et al，1999a) 。 总 的 来 说 ，HP1 对 
端 粒 的 完整 性 很 重要 ， 但 发 生 在 已 知 修饰 因子 基因 中 的 突变 并 不 影响 TPE。 在 缺失 
HP1 的 细胞 中 ， 染 色 体 常常 发 生 端 粒 融 合 (Fanti et al. 1998) 。 在 果 蝇 中 进行 的 筛选 
中 ， 没 有 鉴定 出 反 式 作 用 于 TPE 的 显 性 修饰 因子 (Mason et al，2004) ， 意 味 着 这 些 区 
域 是 被 两 个 或 更 多 的 独立 机 制 沉默 的 。 





b DNA HP1-EGFP c DNA SU(VAR)3-9-EGFP 


野 yr ’ 
型 型 | 
SU(VAR) EME 
3-9 HP1 


缺失 缺失 





图 5-4 多 线 染 色 体 的 免疫 荧光 染色 鉴定 出 主要 与 异 染 色 质 结合 的 蛋白 
(a) 果 晶 幼 虫 唾 腺 的 多 线 染色 体 的 相差 显微镜 拍照 结果 ( 左 图 )， 先 与 针对 某 一 染色 质 和 蛋白 的 抗体 告 育 ， 再 与 偶 连 
BPR RENT A. HP] CARD A HP 中 间 图 〉 有 着 相似 的 分 布 态势 ， 主 要 分 布 在 臂 间 异 染色 质 ， 短 
小 的 第 4 号 染色 体 〈 内 图 ， 篆 头 所 指 〉 以 及 一 部 分 常 染色 质 辟 位 点 。 值 得 注意 的 是 ， 抗 体 的 效率 可 能 会 受到 固定 方 
法 的 影响 〈 见 Stephens et al. 2003). (b, c) HP] 和 SU(CVAR)3-9 与 臂 间 异 染 色 质 的 结合 是 相互 依赖 的 。Su(var)3- 
9 的 突变 导致 与 臂 间 异 染色 质 结合 的 HP1 的 丢失 (但 不 是 第 4 号 染色 体 ， 见 正文 ) (b), T Su(var)2-5 的 突变 则 时 
致 SUCVAR)3-9 的 脱离 (c) (修改 自 Shaffer et al，2002) 。 






用 果 蝇 中 做 研究 的 一 个 优点 是 可 以 检测 多 线 染色 体 ， 提 供 可 视 的 基因 组 全 景 。 在 幼 
虫 期 ,许多 终端 分 化 细胞 的 染色 体 虽 进行 复制 但 不 进行 有 丝 分 裂 ， 且 染色 单 体 在 联 会 中 
所 有 拷贝 保持 配对 。 最 极端 的 例子 发 生 在 唾 腺 中 ， 染 色 体 的 常 染 色 质 臂 经 历 10 轮 复制 ， 
产生 大 约 1000 个 拷贝 。 然 而 复制 不 是 完全 一 样 的 ， 很 多 重复 序列 保持 低 水 平复 制 ， 卫 
星 DNA 序列 根本 就 不 复制 。 所 有 的 染色 体 臂 融 合 在 共有 的 染色 中 心 。 因 此 ， 在 黑 腹 果 
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蝇 中 ， 人 们 可 以 观察 到 5 个 长 臂 一 一 和 染色体， 第 2 号 染色 体 左 辟 [2L], 第 2 号 染色 
AGS L2Rj， 第 3 号 染色 体 左 臂 DL], 第 3 号 染色 体 右 辟 [3R]， 以 及 由 臂 间 异 染色 
质 组 成 的 浓缩 的 染色 中 心 延 伸 出 来 的 一 条 短小 的 第 4 号 染色 体 (图 5-4a) (综述 见 Ash- 
burner et al. 2005), 

尽管 遗传 分 析 鉴 定 出 许多 蜡染 色 质 形成 所 需要 的 基因 位 点 ， 但 是 它 本 身 并 无 法 确定 
基因 位 点 的 产物 对 异 染 色 质 形成 起 直接 或 是 间接 的 作用 。 与 异 染色 质 特 异 结合 的 蛋白 是 
通过 篇 选单 克隆 抗体 (由 一 部 分 紧密 结合 的 核 蛋 白 产生 的 ) 在 多 线 染色 体 上 的 分 布 得 到 
的 。 在 免疫 灾 光 染色 实验 中 ，22kD 蛋白 〈 随 后 被 命名 为 HPL) 的 特异 抗体 分 布 在 辟 间 
异 染 色 质 、 端 粒 和 小 的 第 4 号 染色 体 带 的 部 分 ， 这 都 是 异 染色 质 区 (图 5-4a) (James 
and Elgin 1986) 。 接 下 来 的 研究 Cu ETÈ) 证 明 HP! 是 由 Su(var) 2-5 编码 的 ， 是 
PEV 的 抑制 子 (Eissenberg et al. 1990) 。 用 特异 抗体 检查 蛋白 在 有 丝 分 裂 的 染色 体 或 
者 多 线 染 色 体 上 的 分 布 仍然 是 对 Sulvar) 编 码 的 蛋 日 是 否 为 染色 体 蛋 日 的 最 好 证 明 。 有 
近 10 个 这 样 的 蜡染 色 质 特异 的 蛋白 被 鉴定 出 来 ; 如 果 编 码 这 些 蛋 日 的 基因 发 生 突变 ， 
人 们 常常 会 观察 到 对 PEV 的 显 性 抑制 Æ 5-1) (Ashburner et al. 2005b), XH#HA, 
包括 最 近 发 现 的 HP2 (图 5-4a) (Shaffer et al.，2002)， 都 很 有 可 能 是 异 染 色 质 的 结构 
组 分 。 





对 SUCVAR)3-9 的 分 析 发 现 它 对 异 染 色 质 基因 沉默 起 关键 作用 (Tschiersch et al. 
1994) 。SU(CVAR)3-9 含 有 一 个 在 组 蛋白 H3K9 甲 基 化 中 起 催化 作用 的 SET 结构 域 。 
SU(VAR)3-9 是 H3K9 特异 的 组 蛋白 赖 氨 酸 甲 基 转移 酶 。 这 个 结论 是 在 对 SUCVAR )3-9 
的 人 同 源 蛋 白 SUV39H1 进行 的 鉴定 中 率先 做 出 的 (Rea et al. 2000)。 在 采 蝇 中 ， 
SU(VAR) 3-942 $+ 2 H3K9 组 和 电 白 甲 基 转 移 酶 (histone methyl-transferase, HKMT) 
但 并 不 是 唯一 的 〈Schotta et al. 2002; Ebert et al，2004) 。SU(CVAR)3-9 主 要 调控 臂 间 
异 染 色 质 的 二 甲 基 化 ， 但 不 调控 第 4 号 染色 体 、 端 粒 和 常 染色 质 位 点 的 甲 基 化 。 在 朱 蝇 
中 主要 位 于 染色 中 心 内 部 的 H3K9 三 甲 基 化 也 是 由 SUCVAR)3-9 控 制 的 。 这 个 区 域 的 
二 甲 基 化 以 及 臂 间 蜡染 色 质 的 单 甲 基 化 却 不 是 由 SUC(VAR)3-9 控 制 的 (Ebert et al. 
2004) 。 负 责 这 些 修 饰 的 HKMT 还 没有 被 发 现 。SU(CVAR)3-9 对 PEV 强烈 的 剂量 依赖 
作用 证 明了 H3K9 二 甲 基 化 在 蜡染 色 质 基因 沉默 中 的 重要 性 〈 见 上 面 的 讨论 )， 
SU(CVAR)3-9 的 突变 与 基因 沉默 的 抑制 和 它 的 HKMT 活性 有 关 也 证 明了 这 一 点 。 酶 学 
上 ， 超 活化 的 SuCvar)3-9P 突 变 体 是 PEV 的 强 抑制 子 ， 造 成 染色 体 中 心 H3K9me2 和 
H3K9me3 水 平 的 提高 ， 在 很 多 常 染色 质 位 点 上 也 产生 了 明显 的 H3K9me2 fa he 
异 染色 质 ) 。S 腺 苷 甲 硫 氨 酸 是 所 有 这 些 甲 基 化 反应 中 甲 基 的 供 体 ， 编 码 SR 
酸 合成 酶 的 基因 的 突变 体 Su(z)5 也 是 PEV 的 显 性 抑制 子 (Larsson et al. 1996). 

利用 Sulvar) 基 因 突 变 的 研究 已 开始 逐步 揭示 蜡染 色 质 建立 所 需 分 子 反 应 的 顺序 
了 。SU(CVAR)3-9 结 合 在 异 染 色 质 序列 既 依 赖 其 chromo 结构 域 也 依赖 其 SET 结构 域 
(Schotta et al. 2002) 。SU(CVAR)73-9 的 结合 是 如 何 被 控制 的 机 制 尚未 清楚 。SU(CVAR) 
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3-9 介 导 的 H3K9 甲 基 化 建立 了 HP1 的 结合 位 点 。HP1 的 chromo 结构 域 可 特异 地 结合 
H3K9me2 和 H3K9me3 (Bannister et al. 2001; Lachner et al. 2001) o SUCVAR) 3-95 
HP1 结合 已 被 酵母 双 杂 交 实 验 和 免疫 共 沉 淀 实验 所 证 实 〈Schotta et al. 2002). 
SU(VAR)3-9 的 N 端 和 chromo 结构 域 与 HP1 的 chromoshadow 结构 域 相 互 作 用 。 
SUCVAR)73-9 的 这 个 区 域 同样 与 SUCVAR)3-7 的 羧基 端 结构 域 相互 作用 。SUCVARJ73-7 
在 3 个 不 同 的 位 点 与 HP1 的 chromoshadow 结构 域 相互 作用 (Delattre et al. 2000), 
由 于 这 些 相互 作 用 ， 人 们 可 以 推测 这 三 个 蛋白 一 一 HP1、SU(CVAR)3-7 和 SUCVAR)3- 
9 是 在 由 多 个 蛋白 组 成 的 蜡染 色 质 蛋白 复合 体 中 发 生 相 互 作 用 。 

HP1 和 SUCVAR)3-9 与 臂 间 蜡 染色 质 的 结合 是 相互 依赖 的 (Schotta et al. 2002), 
SU(VAR)3-9 引 | 起 H3K9 的 二 甲 基 化 ， 二 甲 基 化 的 H3K9 又 特异 地 被 HP1 的 chromo 
结构 域 识 别 (Bannister et al. 2001; Lachner et al，2001)。 困 此 ， 在 Su(war) 3-9 fh Fe 
的 幼虫 中 ，HP1 与 臂 间 异 染色 质 的 结合 削弱 了 (图 5-4b) 。 这 反映 了 HP] 结合 的 特异 
性 ， 它 结合 H3K9me2 但 却 不 结合 H3K9mel; 单 甲 基 化 不 受 SUCVAR)3-9 影 响 (Ebert 
et al，2004) 。 染 色 体 中 心 内 部 区 域 、 第 4 号 染色 体 、 端 粒 以 及 一 些 常 染色 质 位 点 H3K9 
的 二 甲 基 化 并 不 依赖 于 SUCVAR)3-9， 所 以 在 SU(VAR)3-9 突 变 系 中 ，HP1 依然 结合 
在 这 些 位 点 上 。 在 野生 型 细胞 中 ，SU(VAR)3-9 结 合 在 这 些 位 点 上 ， 但 是 失 活 的 ; 一 种 
未 知 的 HKMT 控制 着 这 些 位 点 的 H3K9 甲 基 化 。 

相反 ， 如 果 HPI 不 存在 (突变 失 活 )，SU(VAR)3-9 将 不 再 与 臂 间 异 染色 质 结合 ， 
而 依然 结合 在 染色 体 的 常 染色 质 臂 上 (图 5-4b)。 在 这 种 情况 下 ，SUCVAR )3-9 几 乎 结合 
到 所 有 的 带 上 ， 导 致 H3K9 的 单 甲 基 化 和 二 甲 基 化 (H3K9mel 和 H3K9me2) (图 5-5), 
因此 ，HP1 对 于 限制 SUCVAR)3-9 在 臂 间 异 染色 质 上 的 结合 是 至 关 重要 的 。 这 些 数 据 
提示 了 这 一 系列 反应 是 SU(VAR)3-9 先 结合 在 异 染 色 质 区 域 上 然后 造成 H3K9me2。 这 
一 标记 可 被 HP1 的 chromo 结构 域 识别 ; SU(VAR)3-9 与 HPlchromoshadow 结构 域 的 
相互 作用 保证 了 HP1 与 异 染色 质 的 结合 。 扔 合体 蛋白 HP1-PC 是 由 polycomb 蛋白 
(PC) 的 chromo 结构 域 奉 代 HP1 的 chromo 结构 域 而 产生 的 (Platero et al. 1996), 
PC 的 chromo 结构 域 紧 密 结合 在 H3K27me3 上 (Fischle et al. 2003), Ak, RARE 
H HP1-PC 识别 常 染 色 质 辟 上 的 polycomb 结合 的 H3K27me3 位 点 ; 在 有 这 样 一 个 符合 
体 蛋 白 HP1-PC 存在 的 情况 下 ，SU (VAR)3-9 也 存在 于 PC 结合 的 位 点 上 ， 证 明 SU 
(VAR)3-9 与 HP1 的 chromoshadow 结构 域 有 紧密 的 相互 作用 (Schotta et al. 2002). 

在 SUCVAR)3-9 缺 失 的 细胞 中 ， 另 一 个 异 染 色 质 特异 的 甲 基 化 标记 一 一 H4K20 = 
甲 基 化 〈H4K20ine3) 也 显著 减少 了 (Schotta et al. 2004), H3K9 二 甲 基 化 和 H4K20 
三 甲 基 化 在 异 染 色 质 中 的 相互 依赖 反应 了 SUCVAR)3-9, HP1 和 SUV4-20 的 相互 作 
用 。SUV4-20 是 一 个 控制 异 染 色 质 中 H4K20 甲 基 化 的 HKMT。 这 个 异 染 色 质 特异 的 
甲 基 化 标记 在 SUCVAR)3-9 缺 失 的 细胞 和 HP1 缺失 的 细胞 中 都 被 显著 地 削弱 了 了 ， 意 味 
着 在 一 个 相互 依赖 的 蛋白 复合 体 中 SUCVAR) 3-9, HP1 和 SUV4-20 是 相 联 系 的 。 
Suvt-20 基因 的 突变 引起 PEV 诱导 的 基因 沉默 的 强烈 抑制 ， 意 味 着 H4K20me3 是 这 个 
过 程 所 需要 的 。 7 

第 三 个 与 异 染 色 质 形成 有 功能 型 联系 的 组 蛋白 甲 基 化 标记 是 E(Z) 催 化 的 H3K27 甲 





第 5 章 ， 果 蝇 位 置 效应 花 班 、 异 染色 质 形成 和 基因 沉默 
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图 5-5 SUCVAR)3-9 和 HP1 在 决定 H3K9me 分 布 态 式 中 的 相互 作用 
(a) SUCVAR)3-9 负 责 H3K9 的 二 甲 基 化 〈H3K9me2) ;缺失 这 个 酶 导致 臂 间 异 染色 质 该 修饰 的 缺 
失 ， 图 中 显示 了 多 线 染 色 体 中 抗体 染色 的 缺失 〈 比 较 中 间 一 排 图 和 上 面 一 排 图 )。HP1 的 缺失 导致 
SU(VAR)3-9 定 位 的 缺失 ; 在 整个 染色 体 臂 上 都 可 见 敲 水平 的 H3K9me2 CP HED. (b) HP] 通过 
chromo 结构 域 与 H3K9me2 相互 作用 ， 通 过 chromoshadow 与 SU(VAR)3-9 相 互 作用 。 通 过 识别 组 
蛋白 修饰 和 负责 这 个 修饰 的 酶 ，HP1 提供 了 一 个 异 染 色 质 延伸 和 表 观 遗传 上 遗传 的 机 制 。 


基 化 。 在 果 蝇 中 ，E(Z) 控 制 着 常 染 色 质 中 和 蜡染 色 质 中 所 有 的 H3K27 的 单 甲 基 化 、 二 
甲 基 化 和 三 甲 基 化 。 因 此 ， 在 E(Z) 缺 失 的 细胞 中 ，H3K27 的 甲 基 化 消失 了 (Ebert et 
al_2004) 。E(Z) 功 能 缺失 突变 的 Su(var) 作 用 和 额外 的 E(Z) 找 贝 所 带 来 的 PEV 增强 于 
作用 均 暗 示 了 H3K27 在 异 染色 质 基因 沉默 中 的 功能 (Laible et al.1997)。 这 种 作用 是 
直接 还 是 间接 的 尚未 清楚 。H3K27 甲 基 化 在 调控 常 染色 质 区 polycomb 沉默 系统 中 起 到 
关键 作用 。PC 和 HPI 在 分 布 和 功能 方面 少 有 重 私 。 至 于 H3K27 甲 基 化 如 何 参 与 HP1 
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依赖 的 蜡染 色 质 复合 体 ， 还 有 待 于 进一步 阐述 。 在 异 染 色 质 形成 和 相关 的 基因 沉默 、 与 
H3K9me2 和 H3K9me3 的 结合 以 及 与 SUCVAR) 3-9 (H3K9 的 HKMT) SUV4-20 
CH3K27 的 HKMT) 和 其 他 几 个 蛋白 的 相互 作用 中 ，HP1 起 到 中 心 连接 的 功能 。 考 虑 
到 鉴定 出 来 的 SuCvar) 位 点 已 经 很 多 ， 可 以 肯定 这 个 模型 会 越 来 越 复杂 。 在 动物 和 植物 
H, HEA H3K9 和 DNA 甲 基 化 是 代表 抑制 状态 染色 质 相互 联系 的 标记 〈Martienssen 
and Colot 2001; Bird 2002) 。 多 年 以 来 ， 在 果 蝇 基因 组 中 是 否 有 甲 基 化 发 生 或 根本 就 没 
有 甲 基 化 发 生 一 直 是 个 争论 的 焦点 。 最 近 的 一 些 研究 报告 表明 在 早期 的 胚胎 中 是 有 低 水 
平 的 DNA 甲 基 化 存在 的 《Kunert et al，2003)。 基 因 组 分 析 表 明 ， 唯 一 可 识别 的 DNA 
甲 基 转 移 酶 是 Dnmt2, 但 这 个 基因 的 突变 对 生物 体 的 影响 很 小 ， 不 过 ， 不 能 排除 其 在 
早期 胚胎 发 育 中 的 作用 。 





作为 遗传 学 上 染色 质 重 排 的 结果 , PEV 反应 了 基因 表达 的 变化 ， 特 别 是 在 一 些 细 
胞 中 报告 基因 表达 丢失 ， 而 正常 情况 下 这 些 基因 是 表达 的 。 几 个 不 同 的 模型 被 用 来 解释 
PEV， 这 些 模型 并 不 全 部 都 是 相互 排斥 的 。 最 初 被 考虑 的 一 个 可 能 性 是 基因 的 随机 丢 
失 ， 这 可 能 是 晚 复制 造成 的 〈Karpen and Spradling 1990) 。 和 定量 Southern 印迹 分 析 表 
明 这 种 解释 是 不 可 行 的 ， 表现 出 花 斑 效应 的 基因 在 二 倍 体 组 织 中 得 到 了 充分 复制 
(Wallrath et al. 1996) 。 其 他 的 模型 聚焦 于 花 斑 基因 与 异 染 色 质 区 域 的 联系 和 G R 
染色 质 绪 构 从 新 邻近 的 异 染 色 质 开始 的 草 延 。 划 延 模 型 是 建立 在 广泛 的 遗传 学 和 细胞 学 
数据 上 的 ， 它 解释 了 基因 沉默 是 由 于 异 染 色 质 包装 通过 断裂 点 蔓延 到 笛 染 色 质 的 区 域 所 
造成 的 。 在 正常 的 染色 体 中 ， 常 染色 质 和 蜡染 色 质 是 被 特殊 序列 或 缓冲 区 分 隔 开 的 。 由 
于 这 些 “ 绝 缘 序 列 ”( 在 果 蝇 中 没有 发 现 过 ) 在 PEV 重 排 中 的 常 染色 质 与 蜡染 色 质 连接 
区 并 不 存在 (图 5-1)， 所 以 常 染 色 质 序列 能 够 钙 异 染色 质 化 。 这 种 蜡染 色 质 化 在 细胞 
学 上 是 可 见 的 ， 在 多 线 染色 体 中 ， 它 使 染色 体 辟 上 的 带 状 结构 向 无 定形 的 结构 转变 
(Hartmann-Goldstein 1967)。 这 种 变化 的 程度 可 以 受 Su(var) 和 Cvar) 突变 的 影响 
(Reuter et al. 1982), 

沿 染 色 体 辟 长 距离 地 抑制 常 染 色 质 基因 可 以 在 遗传 学 上 得 到 证 明 CDemerec and Sl- 
izymska 1937) 。 受 影响 的 区 域 与 HP] 相 结 合 ， 并 且 显 示 出 H3K9me2 的 一 个 典型 的 标 
i (Ebert et al.2004)。 由 于 延伸 模型 假设 了 在 这 个 过 程 中 异 染 色 质 包装 和 党 染色 质 包 
装 相 互 竞争 的 关系 ， 所 以 PEV 修饰 因子 基因 编码 蛋白 的 功能 要 么 控制 异 染 色 质 的 形成 ， 
要 人 么 控制 党 染色 质 的 形成 。 正 如 上 面 所 讨论 的 ， 剂 量 依赖 的 修饰 因子 的 恢复 支持 了 这 个 
模型 (Locke et al. 1988; Henikoff 1996)。 最 近 ， 控 制 常 染色 质 和 异 染 色 质 平衡 的 Su 
(var) 突 变 得 到 鉴定 (Ebert et al. 2004)。PEYV 重 排 给 了 我 们 一 个 观察 和 研究 异 染 色 质 
包装 向 周围 常 染 色 区 蕊 延 的 例子 。 功 延 作用 显然 依赖 于 常 染 色 质 区 内 的 一 系列 分 子 反 
应 。 已 知 几 种 染色 质 修 饰 是 相互 排斥 的 ， 它 们 界定 了 这 两 种 不 同 的 染色 质 状态 。H3K9 
乙酰 化 、H3K4 甲 基 化 和 H3S10 磷酸 化 是 活 牙 的 常 染 色 质 的 典型 标记 ， 而 H3K9、 
H3K27 和 K4K20 的 甲 基 化 则 是 沉默 区 域 的 特异 标记 。 因 此 ， 和 常 染 色 质 区 域 的 异 染 色 质 
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化 需要 常 染 色 质 内 组 蛋白 特异 的 去 乙醚 化 、 去 甲 基 化 和 去 磷酸 化 (图 5-6) 。 这 个 转换 
过 程 一 开始 依赖 于 HDACI 对 H3K9 的 去 乙酰 化 。rpa3 基因 编码 组 蛋白 H3K9 特异 的 
去 乙酰 化 酶 HDACl1。rpad3 突变 是 PEV 的 强 抑制 子 (Mottus et al. 2000), niti SU 
(VAR)3-9 在 基因 沉默 中 的 作用 (Czermin et al. 2001), HDAC1 与 SU(VAR)3-9/HP1 
复合 体 相 结合 ; 这 两 个 酶 协同 甲 基 化 了 原本 乙酰 化 的 组 蛋白 。 

最 近 发 现 ， 异 染色 质问 常 染 色 质 的 蔓延 在 Su Coar) 3-1 突变 体 中 被 完全 阻 断 了 
(Ebert et al. 2004), Su(var) 3-1 突变 是 JIL-1 激酶 基因 发 生 阅 读 框 移 码 突变 ， 造 成 表 
SA JIL-1 是 残缺 的 ， 即 缺少 C 端 区 域 。JIL-1 蛋白 包含 两 个 激酶 结构 域 ， 其 催化 常 染 
色 质 中 H3S10 的 磷酸 化 。JIL1 党 加 一 突变 并 不 影响 H3S10 的 磷酸 化 ， 但 是 可 能 影响 了 
H3S10 的 去 磷酸 化 ， 从 而 有 效 地 抑制 了 H3K9 的 甲 基 化 。 这 意味 着 这 个 过 程 还 涉及 一 
A BEB HE. PP1 YE SuCvar) 3-5 突变 中 被 鉴定 出 来 (Baksa et al，1993) ， 它 是 否 直 接 
参与 了 这 个 过 程 还 不 得 而 知 。H3K4 的 去 甲 基 化 看 起 来 似乎 是 常 染 色 质 区 异 染 色 质 化 的 
另 一 个 必需 和 条件。 最 近 的 研究 工作 表明 ，LSD1 氨基 氧化 酶 是 哺乳 动物 中 H3K4 的 去 甲 
基 化 酶 (Shi et al，2005) 。 推 测 的 果 蝇 中 LSD1 同 源 蛋白 SUCVAR) 3-3 在 所 有 测试 的 
PEV 重 排 中 都 促进 了 蜡染 色 质 向 常 染色 质 区 草 延 (S，Lein et al., 未 发 表 ) 。 与 此 相 一 
致 , 在 SU(CVAR)3-3 缺 失 的 细胞 中 ， 断 裂 点 附近 常 染 色 质 的 H3K9 甲 基 化 都 消失 了 ， 
但 组 成 型 异 染色 质 却 没 有 受到 影响 。 这 些 结果 证 明 ， 常 染色 质 向 异 染色 质 的 转换 需要 移 
除 这 些 常 染色 质 特异 的 组 蛋白 修饰 标记 ， 而 这 又 需要 几 种 不 同 的 酶 协同 作用 (图 5-6)。 
这 些 酶 会 与 SU (VAR) 3-9/HP1 形成 复合 体 ， 正 如 已 经 证 明 的 HDAC] 会 与 
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图 5-6 ”从 常 染 色 质 状态 向 异 染色 质 状态 的 转变 需要 一 系列 组 蛋白 修饰 的 改变 
(a) 活化 的 基因 被 H3K4me2 和 me3 Hid; 如 果 这 个 标记 存在 ， 那 么 在 这 个 过 程 中 一 定 会 被 LSD1 ERKE w 
未 被 鉴定 ) 移 除 。H3K9 在 常 染 色 质 中 通常 是 乙酰 化 的 ;这 个 标记 也 一 定 会 被 HDAC] 《组 蛋白 去 乙酰 化 酶 ) 移 
Be. H3S10 的 磷酸 化 能 够 干扰 H3K9 的 甲 基 化 ， 去 磷酸 化 似乎 涉及 一 个 JIL- 激酶 羧基 端 相互 作用 的 磷酸 酶 。 
(b) 这 些 转变 设置 了 一 个 获得 与 基因 沉默 相关 的 组 蛋白 修饰 的 平台 。SU(VAR)3-9 甲 基 化 H3K9，HP1 结合 到 
甲 基 化 的 H3K9 上 ， 随 后 募集 SUV4-20 甲 基 化 H4K20。E(2) 甲 基 化 H3K27 也 可 能 会 发 生 。 
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SU(VAR)3-9/HP1 形成 复合 体 一 样 。 
6. 果 蝇 异 染色 质 是 如 何 定位 形成 的 


如 前 所 述 ， 尽 管 我 们 已 经 知道 很 多 关于 异 染 色 质 结构 机 制 和 生物 化 学 方面 的 知识 ， 
但 是 有 个 问题 始终 没有 解决 ， 即 在 基因 组 正常 构 像 中 ， 异 染色 质 形 成 是 如 何 选择 性 地 定 
位 在 某 些 区 域 的 ? 所 有 的 异 染色 质 区 域 都 有 着 一 些 共 同 的 特点 ， 其 中 有 两 个 特点 被 认为 
是 特定 DNA 序列 异 染 色 质 组 装 的 关键 因素 : 核 内 空间 上 相对 不 同 的 异 染 色 质 区 域 的 位 
置 和 DNA 重复 序列 的 存在 。 

总 的 来 次 ， 弄 染色 质 位 于 细胞 核 周边 区 域 和 围绕 核 仁 的 区 域 。 在 果 蝇 胚胎 中 ， 这 种 
趋势 尤为 明显 。 异 染色 质 在 胚胎 发 生 早期 首次 出 现 ， 这 时 细胞 核 移动 到 受精 卵 的 周边 区 
域 。 果 蝇 早期 的 发 育 是 合 胞 体 ， 一 直到 第 14 个 核 分 裂 周 期 ， 在 核 与 核 之 间 形 成 细胞 壁 ， 
RAAR., FREE ELAME 4 号 染色 体 ) 聚集 在 核 内 向 卵 外 表面 的 一 侧 
(Foe and Alberts 1985)。 这 种 核 内 空间 的 划分 在 发 育 中 一 直 存 在 ， 于 是 有 了 核 内 “ 异 
染色 质 空间 ”的 概念 。 也 许 这 些 空间 保持 着 蜡染 色 质 形成 所 需 的 高 浓度 的 因子 (如 
HP1 和 HKMT)， 而 去 除了 常 染 色 质 组 装 和 基因 表达 所 需 的 因子 ， 如 组 蛋白 酰基 转移 
酶 Chistone acetyl-transferase, HAT) 和 RNA RA (RNA polymerase I, RNA pol 
[>。 确 实 ， 靠 近 异 染色 质 空间 ， 不 论 是 沿 着 染色 体 臂 靠近 还 是 在 三 维 空间 上 靠近 ， 都 
是 PEV 中 的 一 个 因素 。 

徘 近 着 丝 粒 区 的 异 染 色 质 被 证 明 既 影响 常 染色 质 基因 的 花王 效应 (如 上 述 的 white 
基因 ) ， 又 影响 异 染 色 质 基因 的 花 斑 效应 ， 研 究 的 最 好 例子 是 light A rolled 基因 。 定 
位 在 这 些 异 染色 质 的 基因 如 果 被 重 排 到 邻近 常 染色 质 区 ， 就 能 观察 到 花 斑 效应 ， 总 的 来 
说 ， 它 们 表现 出 相反 的 依赖 性 ， 它 们 的 充分 表达 需要 正常 水 平 的 HP1， 如 果 HP1 被 删 
除 ， 则 表现 出 花 斑 效 应 的 增强 。 

light 基因 的 花 斑 效 应 不 仅 依赖 于 邻近 的 常 染色 质 区 ， 还 依赖 于 断裂 点 的 位 置 ， 特 
别 是 在 染色 体 辟 上 距离 异 染 色 质 的 位 置 (Wakimoto and Hearn 1990). rolled 基因 的 研 
究 也 报告 出 相似 的 结果 。prorour dominant (bw?) 是 一 个 通过 插入 重复 序列 DNA 来 诱 
导 花 斑 效 应 的 基因 ， 对 brown dominant (bw?) 的 研究 表明 ， 在 靠近 着 丝 粒 异 染 色 质 区 
域 位 置 的 移动 能 导致 沉默 的 增强 〈 如 果 更 近 了 ) 或 者 沉默 的 抑制 〈 如 果 更 远 了 ) (Heni- 
koff et al，1995)。 相 似 地 ， 携 带 white 报告 基因 的 第 4 号 染色 体重 定位 到 染色 体 臂 2L 
或 2R 的 远 端 一 半 时 ， 导 致 沉默 显著 丢失 ;这 与 核 内 布局 的 变化 有 关 ， 定 位 在 远离 唾 腺 
染色 中 心 的 位 点 上 CCryderman et al. 1999a), 

最 近 一 项 研究 采用 高 分 辨 率 显微镜 检测 了 一 个 报告 基因 在 同一 个 细胞 中 、 在 正常 的 
表达 时 间 框 架 内 的 基因 活性 〈 用 针对 基因 产物 特异 的 抗体 ) 和 在 核 内 的 定位 〈 用 荧光 原 
位 杂交 ) 。 一 个 white 基因 倒 位 的 花 斑 效应 bw? Al lacZ 转基因 的 花 斑 效应 被 用 于 研究 分 
化 的 眼 成 虫 盘 或 成 虫 的 眼 。 这 项 研究 发 现 基 因 的 表达 水 平 与 报告 基因 在 核 内 相对 于 臂 间 
异 染 色 质 的 位 置 密 切 相 关 ， 这 支持 了 有 “ 异 染 色 质 空间 ”和 存在 的 理论 ， 并 且 基 因 在 这 个 
空间 中 的 位 置 与 基因 沉默 相关 (Harmon and Sedat 2005)。 然 而 ， 这 种 相关 性 并 不 是 绝 
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对 的 。 这 并 不 奇怪 ， 因 为 有 一 项 关于 white 基因 的 研究 表明 ， 在 小 的 第 4 号 染色 体 (党 
靠近 辟 间 异 染 色 质 块 ) 上 间隔 分 布 着 常 染色 质 区 和 异 染色 质 区 。 这 些 结果 表明 了 其 他 的 
局 部 决定 因子 促进 染色 质 包 装 成 常 染色 质 或 异 染色 质 。 

在 黑 腹 有 果 蝇 中 ， 按 照 细胞 生物 学 标准 ， 有 三 分 之 一 的 基因 组 是 异 染色 质 。 这 包括 转 
绕 在 着 丝 粒 周 围 的 大 片 染色 质 、 端 粒 附近 的 一 小 片 染 色 质 、 整 个 了 染色 体 和 小 的 第 4 
号 染色 体 的 大 部 分 。 着 丝 粒 区 DNA 主要 由 这 样 两 个 部 分 组 成 ， 大 段 的 (0. 2~1Mb) 
卫星 DNA 和 散布 其 中 的 复杂 序列 “ 岛 ” (主要 是 转 座 元 件 ) (Le et al，1995)。 这 个 区 
域 尽管 基因 贫乏 ， 但 并 不 是 没有 基因 ; 现在 估计 有 几 百 个 基因 位 于 臂 间 异 染色 质 
(Hoskins et al. 2002), 。 果 蝇 的 端 粒 并 不 像 其 他 地 方 一 样 有 典型 的 富 含 G 的 重复 序列 ， 
但 却 有 多 个 拷贝 的 HeT-A 和 TART 逆 转 座 子 。 端 粒 相关 序 列 (telomere-associated se- 
quences, TAS) 是 一 段 段 的 10 一 103 核 背 酸 重复 序列 ， 只 存在 于 近 端 。 搬 入 这 个 区 域 
的 white 报告 基因 表现 出 花 斑 效应 表 型 。 尽 管 Y 染色 体 携带 有 一 些 编码 生育 因子 的 基 
K, 但 是 了 染色 体 的 大 部 分 是 由 卫星 DNA 组 成 的 ， 并 且 在 除 雄 性 生殖 系 以 外 的 细胞 中 
始终 保持 浓缩 状态 。 小 的 第 4 号 染色 体 有 4.3Mb， 其 中 有 约 3Mb 由 卫星 DNA 组 成 。 
远 端 的 1. 2Mb 可 以 被 认为 是 常 染色 质 ， 它 在 唾 腺 中 被 多 线 化 〈 图 5-4); 但 由 于 其 晚 复 
制 ， 完 全 缺乏 有 丝 分 裂 交 换 以 及 它 与 HP1、HP2 和 H3K9me2 相 联系 ， 又 似乎 是 异 染 
色 质 (图 5-4) 。 这 个 区 域 有 6 一 7 倍 于 常 染 色 质 臂 的 转 座 子 片段 的 浓度 ， 这 和 其 他 染色 
体 上 着 丝 粒 异 染 色 质 与 常 染色 质 连 接 处 的 情况 类 似 CKaminker et al. 2002) 。 有 趣 的 
是 ， 上 面 讨 论 的 用 white 报告 基因 PP 元 件 对 第 4 号 染色 体 进 行 的 一 项 研究 中 发 现 ， 常 染 
色 质 〈 红 眼 表 型 ) 和 蜡染 色 质 〈 花 斑 眼 睛 表 型 ) 相间 地 分 布 在 第 4 号 染色 体 上 (Sun et 
al. 2004), 

这 个 研究 结果 表明 有 能 够 驱动 异 染 色 质 或 常 染 色 质 形成 的 局 部 元 件 的 存在 。 一 个 表 
型 开关 《从 红 到 花 斑 或 反之 ) 的 遗传 学 科 选 证 明 ， 局 部 删除 或 加 倍 包 围 转 座 子 报告 基因 
的 S~80kb 的 DNA 能 导致 花 斑 效应 的 丢失 或 获得 ， 这 表明 存在 短程 顺 式 作用 的 基因 沉 
上 默 决 定子 (图 5-7) 。 这 个 沉默 依赖 于 HP1 并 且 与 染色 质 结 构 改 变 有 关 ， 因 为 核酸 酶 对 
染色 质 的 可 接触 性 改变 了 ， 说 明 染 色 质 由 常 染色 质 向 异 染 色 质 转变 了 。4 个 区 域 中 的 一 
个 区 域 的 定位 数据 表明 1360 转 座 子 是 异 染 色 质 形成 的 一 个 靶 点 ， 而 且 在 分 散 的 重复 元 
件 中 ， 一旦 异 染 色 质 形成 开始 启动 ， 就 能 沿 着 第 4 号 染色 体 一 直 延 伸 10kb， 或 者 直到 
磁 到 来 自 常 染色 质 决 定子 的 竞争 为 止 (Sun et al，2004) 。 短 程 顺 式 作 用 的 决定 子 与 拷 
贝 数 有 关 ， 因 为 有 研究 发 现 报告 基因 P 元 件 的 正和 疝 或 反 向 重复 序列 能 够 导致 异 染色 质 
形成 和 基因 沉默 (Dorer and Henikoff 1994), 

DNA 中 的 这 种 顺 式 作 用 元 件 可 能 是 与 有 具有 引发 异 染 色 质 形成 功能 的 蛋白 质 通 过 序 
列 特异 性 结合 而 发 挥 作用 的 。 与 一 些 卫 星 DNA 特异 性 结合 的 蛋白 已 经 被 鉴定 出 来 《如 
D1, Aulner et al，2002) 。 这 种 相互 作用 的 重要 性 从 卫星 DNA 特异 结合 的 药物 对 PEV 
的 影响 就 可 见 一 斑 (Janssen et al，2000) 。 然 而 ， 醇 母 以 及 植物 中 的 一 些 研 究 结果 (El 
gin and Grewal 2003; Matzke and Birchler 2005; 见 第 8、9 章 ) 提出 了 第 二 个 模型 ， 特 
别 是 一 个 以 RNAI 为 基础 的 机 制 可 以 靶 定 重复 元 件 导 致 异 染 色 质 形成 。 几 个 实验 室 的 研 
究 工 作证 明 在 果 蝇 中 存在 RNAi 系统 ， 且 其 通过 转录 后 基因 沉默 (posttranscriptional 
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来 自 于 重复 序列 的 dsRNA 被 RISC 加 工 成 可 能 的 “ 靶 向 复合 体 ”，“ 靶 向 复合 体 ” 又 在 小 ssRNA 识别 的 位 点 指 
导 组 和 蛋白 修饰 或 HP] 的 结合 作为 异 染色 质 组 装 的 起 始 步 又。 第 4 号 染色 体 的 研究 数据 表明 DNA 转 座 子 1360 元 
4+ BER) 是 异 染 色 质 形成 的 靶 点 之 一 : 局 部 删除 或 加 倍 使 PP 元 件 报 告 基因 (三角) 远离 1360 元 件 导 致 沉 
默 的 丢失 ( 红 三 角 表 示 红 眼 )， 而 靠近 1360 元 件 则 导致 基因 沉默 〈 点 三 角 表 示 花 斑 眼 睛 ) (基于 Sun et al. 2004 
的 数据 ) 。 


gene silencing, PTGS) 在 发 育 调控 中 起 到 重要 作用 。 黑 腹 果 蜗 中 有 两 个 基因 编码 DIC- 
ERA, ARLAN Caubergine, agol, ago2, spindleE [aka homeless |, vasa in- 
tronic gene [VIG], armitage, fmrl) 编码 组 装 RNA 诱导 沉默 复合 体 (RNAi-induced 
silencing complex, RISC) 的 组 分 (Sontheimer 2005)。 这 个 系统 被 应 用 于 重复 序列 的 
PTGS， 特 别 是 串联 重复 的 Stellate 基因 ， 几 个 道 转 座 子 ,乙醇 脱毛 酶 《Alcohol dehy- 
drogenase, Adh) 转基因 和 在 转录 基因 沉默 (TGS) 中 的 Adh 转基因 (Aravin et al. 
2001; Pal-Bhadra et al. 2002)。 在 一 个 直接 测试 中 ，Pal-Bhadra 等 (2004) 发 现 piwi 
(PAZ 结构 域 蛋白 家 族 成 员 ) 和 homeless (一 个 DEAD 盒 螺 旋 酶 ) 的 突变 抑制 串联 排列 
white 基因 相关 的 PEV， 并 且 发 生 在 piwi, aubergine 和 homeless 基因 内 的 突变 抑制 位 
TRR AREARE 4 号 染色 体 的 white 转基因 了 [hsp70-w] 的 沉默 。 这 个 PEV 的 抑 
制 与 H3K9 甲 基 化 水 平 显著 下 降 有 关 。 在 40% 已 知 的 转 座 元 件 (包括 1360) 和 其 他 重 
复 序列 中 ， 重 复 序列 相关 的 小 干扰 RNA (repeat-associated small interfering RNA, ra- 
siRNA) 已 被 鉴定 出 来 了 。 

总 结 起 来 ， 上 面 讨论 的 结果 表明 异 染 色 质 形成 也 许 既 依赖 核 内 的 位 置 〈 也 许 提供 充 
足 的 必需 蛋白 )， 也 依赖 于 基于 RNAi 识别 和 来 自重 复 序 列 特别 是 转 座 子 的 双 链 RNA 
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处 理 的 特异 定位 。 这 种 通过 RISC 的 定位 能 够 或 者 带 来 H3 甲 基 转 移 酶 或 者 带 来 含有 
HP1 的 复合 体 〈 或 者 二 者 都 有 ) 并 引发 组 装 过 程 ( 见 5. 445), 


7. REA A BR — 样 的 


尽管 上 面 描述 异 染 色 质 都 用 的 同样 的 术语 ， 但 是 很 显然 ， 异 染色 质 区 在 细节 上 是 不 
同 的 。 所 有 的 异 染 色 质 区 都 特征 性 地 富 含 重复 序列 DNA， 但 重复 序列 DNA 却 并 不 相 
同 ， 从 着 丝 粒 区 串联 排列 地 短 重复 序列 〈 卫 星 DNA) 到 高 密度 的 分 散 重复 序列 〈 如 见 
于 第 4 号 染色 体 的 分 散 重复 序列 ) 。 尽 管 所 有 的 异 染 色 质 区 似乎 都 与 HP1 和 H3K9me2 
相关 ， 但 是 显然 涉及 的 蛋白 复合 体 却 在 其 他 方面 有 着 不 同 。 检 测 70 个 不 同 修饰 因子 对 
不 同 的 花 斑 基因 (GREA HRR EER TAS EIP w”, bw, P TREER) 
的 结果 表明 ， 尽 管 这 些 修 饰 因 子 的 定位 有 着 实 实 在 在 的 重 答 ， 但 却 同 时 有 着 惊人 的 复杂 
性 。 这 些 实验 根据 在 既定 空间 里 影响 基因 沉默 的 能 力 ， 将 修饰 子 分 为 7 个 不 同 的 组 
(Donaldson et al. 2002) 。 有 趣 的 是 ， 唯 一 影响 在 TAS 阵列 中 沉默 的 修饰 子 是 Sun(var) 
3-9 的 一 个 新 的 等 位 基因 。 

这 些 不 同 毫 无 疑问 地 反映 了 局 部 的 生化 变化 或 其 中 酶 的 变化 。 举 个 例子 来 说 ， 细 
胞 生物 学 结果 表明 尽管 第 4 号 染色 体 富 集 H3K9me2， 但 是 负责 的 酶 却 不 是 SUCVAR) 
3-9 (Schotta et al. 2002; K. A. Haynes etal., RER). HZR KREM, HF 
组 成 的 DNA 不 同 ， 从 卫星 DNA 3 RRR AA) ES PP RAN (Le etal. 1995), 
BY BEA AAAS Td a Se 8 AA. I ESR We AS De BB TR SE 
Alek le GSE Pe Bl), ERARA PE, BESSA ie RE Sl ESE RAE 
简单 地 依赖 顺 式 异 染 色 质 数量 ， 还 由 局 部 异 染 色 质 环境 的 不 同 而 不 同 (Howe et al. 
1995)。 腊 染色 质 相 关 的 蛋 日 可 能 特异 地 在 亚 区 域 中 起 作用 ， 其 中 包括 Dl 蛋白 ， 它 倾 
mE 1. 688g/cm MÆRE DNA 结合 (Aulner et al. 2002); DDP1 ， 一 个 与 vigilin [Ay 
源 的 多 KH 结构 域 蛋白 ， 倾 向 与 dodeca 卫星 DNA BABE C HAA (Cortes and 
Azorin 2000), 


”8. 不 同 生物 中 的 PEV、 异 染色 质 形成 和 基因 沉默 


位 置 效 应 花 斑 现象 最 早 在 果 蝇 中 被 发 现 ， 主 要 是 因为 果 蝇 是 第 一 个 被 用 于 X 射线 
诱 变 的 生物 。 和 射线 比 其 他 常用 的 诱 变 剂 更 能 诱导 染色 体重 排 ， 进 而 导致 PEV。 在 小 
鼠 中 分 离 到 类 似 的 突变 ， 如 花 斑 皮 色 显示 出 PEV。 遗 传 分 析 表 明 一 个 携带 皮 色 野生 型 
基因 的 常 染色 体 区 域 答 插入 到 X 染色 体 中 (Cattanach 1961; Russel and Bangham 
1961) 。 花 斑 效 应 只 能 在 携带 这 个 插入 片段 且 原 皮 色 基因 突变 纯 合 子 肉 性 鼠 中 观察 到 。 
在 这 些 肉 性 鼠 中 ， 由 于 XX 染色 体 异 染色 质 化 失 活 ， 野 生 型 等 位 基因 也 被 沉默 了 A 
17 章 ) 。 在 植物 中 ， 唯 一 被 描述 过 的 明确 的 PEV 的 例子 是 Oenothera blandina (Cat- 
cheside 1939) 。 和 果 蝇 一 样 ， 这 些 例 子 中 的 PEV 沉默 常 染色 质 基因 都 与 基因 被 置 于 新 
的 异 染 色 质 附近 有 关 。 
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质 特异 的 组 绰 白 修饰 标记 上 的 相似 性 和 差异 性 清楚 地 表明 ， 组 蛋白 密码 不 是 通用 的 ， 而 
是 以 不 同 的 “方言 ”形式 存在 。 


总 结 : 关于 异 染色 质 我 们 知之 基 少 


RE PEV 为 我 们 研究 异 染色 质 形 成 和 基因 沉默 提供 了 一 个 极 佳 的 机 会 ， 但 是 其 表 
型 本 身 依然 令 人 感到 迷惑 。 为 什么 我 们 观察 到 基因 沉默 花 斑 模式 ? 是 什么 破坏 了 平衡 ， 
导致 染色 质 由 活跃 状态 向 沉默 状态 转换 ， 或 者 相反 的 转换 ?为 什么 它 似 乎 在 同 源 细胞 中 
遗传 ? PEV 是 作为 维持 报告 基因 “ 开 ” 或 “ 关 ” 的 问题 来 研究 的 ， 但 是 在 许多 例子 中 
(特别 是 当 我 们 使 用 了 基于 P 元 件 的 报告 基因 )， 研 究 人 员 能 够 在 黄色 或 浅黄 的 背景 下 
看 到 小 红 点 ， 这 表明 基因 表达 被 一 致 地 下 调 了 ， 但 是 在 有 些 细胞 中 这 种 下 调 丢 失 了 。 对 
此 果 蝇 系 进行 的 分 析 也 许 能 够 发 现 对 基因 表达 影响 呈 中 间 状 态 的 染色 质 状 态 。 文 持 基 因 
沉默 丢失 和 维持 的 初步 模型 研究 是 基于 这 种 总 体 行 为 的 ， 但 是 最 终 的 模型 必定 是 复杂 
的 ， 涉 及 众多 相互 作用 的 蛋白 (Henikoff 1996)。 也 有 人 认为 核 小 体 是 个 总 体 装 置 ， 综 
合 所 有 的 组 蛋白 修饰 ， 呈 现 出 特殊 的 蛋白 结合 模式 并 促进 这 个 区 域 重 塑 。 染 色 质 状态 也 
许 反映 了 不 同 组 蛋白 修饰 状态 相互 竞争 的 结果 。 这 样 的 模型 也 许 在 上 述 的 作用 的 分 类 上 
非常 有 用 。 有 结果 证 明 GALA 依赖 的 报告 基因 沉默 的 频率 对 GAL4 敏感 (Ahmad and 
Henikoff 2001) ， 上 述 模型 与 这 个 结果 也 是 一 致 的 。 

RNAi 系统 为 异 染 色 质 形成 的 定位 提供 了 一 个 合理 的 机 制 ， 这 可 能 是 通过 定位 一 个 
蛋白 复合 体 来 实现 的 ， 这 个 复合 体 包含 HP1、H3K9 HKMT 或 者 两 个 都 有 。 然 而 ， 很 
多 问题 依然 存在 。dsRNA 从 哪儿 来 ? 它 一 定 是 顺 式 产生 的 吗 ( 如 S，pombe 中 的 研究 结 
果 )， 或 它 起 反 式 作用 吗 (如 植物 中 的 研究 结果 ); 即 一 个 1360 元 件 的 产物 能 够 使 所 有 
的 1360 位 点 定位 形成 异 染 色 质 吗 ? 是 不 是 所 有 的 重复 序列 元 件 都 有 这 种 潜在 的 定位 功 
能 ? 从 第 4 号 染色 体 的 分 析 来 看 ， 这 似乎 是 不 可 能 的 。 如 果 只 是 一 小 部 分 的 重复 序列 元 
件 起 到 关键 作用 ， 那 么 又 是 什么 决定 了 这 个 选择 呢 ? 第 4 号 染色 体 的 研究 结果 表明 关键 
在 于 重复 序列 元 件 的 密度 和 分 布 以 及 附近 基因 的 表达 。 这 需要 对 基因 组 进行 测序 以 便 确 
认 这 个 特点 。 

异 染 色 质 蔓延 是 如 何 完成 的 ， 这 种 蓝 延 的 壁垒 是 什么 ? 在 果 蝇 中 并 没有 关于 蔓延 
RNAi 的 证 据 ， 即 沉默 没有 蔓延 到 dsRNA 序列 上 游 转录 物 (Celotto and Gravely 
2002) 。 这 与 在 这 个 系统 中 没有 发 现 RNA 依赖 的 RNA 聚合 酶 的 结果 相 一 致 。 基 于 
HP1、H3K9me2 和 一 个 HKMT 的 组 装 系统 也 许 很 好 地 解释 了 异 染 色 质 能 荔 延 近 10kb 
的 实验 结果 ， 如 在 第 4 号 染色 体 上 观察 到 的 结果 ; 这 个 类 型 的 蕊 延 可 能 会 被 某 一 个 位 扩 
组 蛋白 的 乙酰 化 所 限制 。 但 在 重 排 中 发 生 的 异 染 色 质 蔓延 又 是 怎么 回 事 呢 ? 这 种 蔓延 能 
够 持续 几 十 万 个 碱 基 。 这 种 蔓延 的 不 连续 性 ， 似 乎 关键 依赖 于 染色 质 蛋 白 ， 特 别 是 JIL 
1,， 它 以 不 依赖 其 激酶 活性 的 方式 起 作用 。 除 了 这 些 ， 还 有 其 他 很 多 问题 有 待 解决。 
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裂 殖 酵母 中 的 染色 质 沉默 与 酿酒 酵母 
有 所 不 同 

裂 殖 酵母 着 丝 粒 处 的 基因 是 沉默 的 

裂 殖 酵母 着 丝 粒 由 异 染 色 质 和 中 央 动 
粒 结 构 组 成 

着 丝 粒 外 侧重 复 序列 本 身 导 致 了 沉默 
染色 质 的 装配 

RNA 干扰 指导 沉默 染色 质 装 配 

RNA 聚合 酶 [合成 的 着 丝 粒 重复 转录 
产物 使 RNAi 和 染色 质 修饰 相 联 系 
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2. AE.: 历史 和 特性 
2.1 ARẸ Pa) DNA 甲 基 化 
2.2 RIP 一 一 既 涉 及 遗传 学 机 制 也 涉及 表 观 
遗传 学 机 制 的 基因 组 防卫 系统 
2.3 研究 RIP 的 遗迹 有 助 于 了 解 DNA FAR 
化 的 调控 
2.4 平抑 
2.5 非 配对 DNA 导致 的 减 数 分 裂 沉 黑 
2.6 RIP、 平 抑 和 MSUD 可 能 的 功能 和 实际 
应 用 
3. 总 结 
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第 6 章 ， 表 观 遗 传 学 研究 的 真菌 模型 : 裂 殖 酵母 和 链 孢 才 


Lae Se 


裂 殖 酵母 (S. pombe) 是 在 亚热带 地 区 啤酒 生产 的 发 酵 过 程 中 被 发 现 的 ; “pombe” 
在 斯 瓦 希 里 语 中 是 啤酒 的 意思 。 裂 殖 酵母 主要 以 单 倍 体 单 细胞 形式 存在 。 在 营养 丰富 的 
培养 基 中 ， 墅 生 型 细胞 大 约 每 两 小 时 经 历 一 次 有 丝 分 裂 。 但 是 某 些 条 件 或 者 条 件 突变 
体 ， 可 以 被 用 来 使 细胞 周期 停止 于 某 个 阶段 或 使 细胞 同步 化 于 G1/S 期 、Gs 期 或 者 M 
期 。 这 很 有 用 ， 因 为 在 快速 生长 的 培养 物 中 G 期 很 短 ， 细 胞 经 过 分 裂 后 几乎 立即 进入 
S 期 ;细胞 周期 的 大 部 分 时 间 处 于 Gs 期 (图 6-1) (Egel 2004). 

和 酿酒 酵母 一 样 ， 裂 殖 酵 母 可 以 在 相反 的 接合 型 之 间 转 换 ， 被 命名 为 正 〈 十 ) 或 负 
(一 ) 。 接 合 型 等 同 于 高 等 真 核 生 物 中 的 雌雄 两 性 ， 尽 管 他 们 是 单 倍 体 。 两 种 接合 型 信息 
分 别 存在 于 基因 组 中 被 表 观 遗传 机 制 调控 的 沉默 盒子 中 mat2-P (+) 或 mat3-M (一 ) 
位 点 。 两 个 沉默 区 域 只 为 接合 型 的 确定 提供 遗传 模板 ， 接 合 型 本 身 由 有 活性 的 matl 位 
点 中 的 十 或 一 信息 所 决定 。 活 性 mal 位 点 信息 的 转换 ， 是 通过 沉默 位 点 和 matl 位 点 
精确 的 重组 来 实现 的 (Egel 2004) 。 当 氮 源 不 足 时 ， 细 胞 停止 分 裂 停滞 于 G 期 ， 这 会 促 
使 细胞 进入 生活 周期 中 的 有 性 生殖 阶段 ， 十 和 一 的 细胞 接合 形成 二 倍 体 合子 (图 6-1) 。 在 
接合 与 核 融合 之 后 ， 发 生 减 数 分 裂 前 DNA 复制 (DNA BKM 2N 变 为 4N) ， 然 后 发 生 同 
源 染 色 体 的 配对 和 重组 ， 接 着 是 减 数 分 裂 的 工期 和 开 期 。 于 是 产生 包 在 子囊 中 的 四 个 单 
倍 体 孢 子 。 之 后 当 氮 源 丰 富 的 时 候 孢 子 会 萌发 ， 恢 复 无 性 生殖 与 有 丝 分 裂 。 

不 能 发 生 接合 型 转换 的 菌株 已 经 被 分 离 或 者 构建 ， 它 们 中 所 有 的 细胞 都 属于 同一 种 
接合 型 。 这 有 利于 控制 两 种 不 同 基 因 型 的 菌株 间 的 交配 。 尽 管 裂 殖 酵 母 一 般 是 单 倍 体 ， 
但 也 有 可 能 筛选 到 二 倍 体 的 菌株 。 这 种 二 倍 体 菌株 以 无 性 有 丝 分 裂 的 方式 生长 ， 当 氮 缺 
乏 时 ， 它 们 也 经 历 减 数 分 裂 然后 形成 “ 非 合 子 子宫 Cazygotic asci)”, 


1.1 裂 殖 酵母 中 的 染色 质 沉默 与 酿酒 酵母 有 所 不 同 


在 研究 沉默 染色 质 和 相关 的 表 观 遗传 效应 时 ， 裂 殖 酵 母 是 非常 有 用 的 模型 。 在 通过 
形成 异 染 色 质 来 导致 沉默 的 机 制 上 ， 它 不 同 于 酿酒 酵母 ， 而 是 更 加 类 似 于 链 孢 霉 、 檀 物 
和 多 细胞 动物 。 端 粒 和 接合 型 位 点 在 酿酒 酵母 和 裂 殖 酵 母 中 都 是 沉默 的 ， 但 在 裂 殖 醇 母 
中 ， 着 丝 粒 也 表现 出 沉默 的 特征 。 就 如 在 第 四 章 中 所 描述 的 ， 酿 酒 酵母 使 用 一 类 独特 的 
蛋白 一 一 Sir 蛋白 来 沉默 染色 质 。 与 此 不 同 ， 裂 殖 醇 母 和 其 他 的 真 核 生物 利用 不 同 的 染 
色 质 修饰 (特别 是 组 蛋白 H3K9 的 甲 基 化 ) 与 RNA 干扰 (RNAD 来 实现 染色 质 沉默 。 
如 下 所 述 ， 裂 殖 醇 母 的 研究 已 经 揭示 出 这 种 沉默 染色 质 对 各 特定 异 染色 质 区 域 (如 着 丝 
粒 和 接合 型 位 点 ) 的 功能 是 必需 的 。 在 着 丝 粒 ， 异 染色 质保 证 染色 体 的 正常 分 高 
(Allshire et al. 1995; Ekwall et al. 1995); ERE HMA, 它 有 助 于 调节 接合 型 的 转 
换 (Egel 2004 综述 ) 。 临 近 端 粒 处 也 有 沉默 染色 质 形 成 ， 虽 然 还 未 知 其 功能 (Nimmo 
et al. 1994; Kanoh et al.2005)。 插 入 到 rDNA 中 的 标记 基因 也 是 沉默 的 〈Thon and 
Verhein-Hansen 2000; Cam et al. 2005). | 

与 链 孢 震 和 较 高 等 的 真 核 生物 相 比 ， 裂 殖 醇 母 中 没有 检测 到 DNA 甲 基 化 (Wilkin- 





染色 体 致密 化 











|W...» 





a 


Nah 
i iy VA 








表 观 遗传 学 


人 们 已 经 知道 一 个 基因 周围 的 染色 质 类 型 可 以 强烈 的 影响 其 表达 ， 这 最 早 在 黑 腹 果 
蝇 中 被 证 明 ， 染 色 体 重 排 使 “pite” 基 因 邻 近 着 丝 粒 异 染色 质 ， 导 致 其 在 复眼 中 不 同 
的 表达 模式 ， 结 果 有 眼睛 表现 出 花 斑 状 着 色 (图 5-1) 。 很 明显 ， 在 许多 生物 体 中 ， 转 基 
因 要 受到 其 插入 位 点 周围 环境 的 影响 。 

在 裂 殖 酵 母 中 ， 基 因 沉 默 可 通过 观察 表 型 来 检测 ， 这 和 在 酿酒 酵母 中 评估 报告 基因 
AIAN AEA. FEN, Murat 报告 基因 被 沉默 ， 就 可 以 形成 抗 5- 氟 乳 清 酸 的 菌落 。 
Ab, ado 报告 基因 的 沉默 形成 红色 而 不 是 白色 的 菌落 (图 6-3a) 。 将 正常 情况 下 能 
表达 的 基因 ， 如 ura4 "或 者 adot 置 于 着 丝 粒 《以 外 侧重 复 和 中 央 结 构 元 件 所 定义 〉 处 
会 导致 转录 沉默 。 外 侧重 复 处 会 产生 很 强 的 沉默 ， 所 以 大 多 数 细 胞 都 形成 报告 基因 沉默 
状态 被 稳定 维持 的 菌落 (如 ade6 作为 报告 基因 ， 会 形成 红色 菌落 )。 然 而 ， 在 中 央 区 
W, ade ”的 沉默 相对 不 稳定 ， 导 致 多 样 化 的 结果 ， 出 现 红 色 、 白 色 或 者 红 白 色 扇 形 的 
菌落 〈 图 6-3a) 。 外 侧重 复 1kb 之 外 的 地 方 没有 沉默 发 生 (Allshire et al. 1994, 1995), 
这 表示 转录 抑制 被 限制 于 着 丝 粒 〈 包 括 中 央 区 域 和 外 侧重 复 ) 。 





ade6 插 入 着 丝 粒 1 的 中 心 区 域 ade6: 插 入 着 丝 粒 1 的 外 侧重 复 


图 6-3 ”标记 基因 沉默 的 花 资 性 及 其 消除 
(a) 中 央 区 域 处 ade6 + 的 表达 呈 花 斑 状 ， 可 以 形成 红色 、 白 色 和 扇形 的 菌落 。 表 达 adot 的 
细胞 形成 白色 菌落 ，adae6+ 受 抑制 的 细胞 形成 红色 菌落 。(b) ade6+ 捅 人 到 外 侧重 复 区 会 被 稳 
定 沉默 ， 形 成 均一 的 红色 菌落 。 这 种 沉默 需要 蜡染 色 质 和 蛋白， 如 Swi6 (结合 围 基 化 的 
H3K9) ， 也 需要 如 Derl (Dicer， 一 种 RNase BKB 8 RNAi 组 分 。 


1.3 裂 殖 酵母 着 丝 粒 由 异 染 色 质 和 中 央 动 粒 结构 组 成 


裂 殖 酵 母 着 丝 粒 中 的 不 同 沉默 状态 ， 是 由 外 侧重 复 和 中 央 区 域 中 染色 质 结 梅 以 及 与 
之 结合 的 非 组 蛋白 的 差异 所 造成 (Partridge et al，2000) 。 在 裂 殖 酵母 着 丝 粒 中 发 现 两 
种 不 同 的 染色 质 结构 :外侧 重复 区 域 的 蜡染 色 质 和 中 央 区 域 的 “CENP-A” 染 色 质 ， 动 
粒 在 后 者 装配 。 在 这 两 个 区 域 由 不 同 的 蛋白 导致 报告 基因 的 沉默 。 


第 6 章 表 观 遗传 学 研究 的 真菌 模型 ， 裂 殖 酵母 和 链 孢 各 


HREM 


染色 质 中 组 蛋白 H3 和 H4 的 N 端 可 以 发 生 一 系列 的 翻译 后 修饰 ， 这 通常 与 其 处 于 
活路 或 抑制 状态 有 相关 性 〈 见 第 3 章 ) 。 外 侧重 复 区 域 异 染色 质 上 具有 组 蛋白 H3 第 九 
位 赖 氨 酸 的 二 甲 基 化 及 三 甲 基 化 (H3K9me2 和 H3K9me3) (Nakayama et al. 2001; 
Yamada et al.2005)。 首 丝 粒 异 染 色 质 的 形成 需要 几 种 蛋白 使 染色 质 发 生 修 饰 ， 这 些 修 
饰 进而 招募 其 他 的 因子 。 首 先 需 要 组 蛋白 去 乙酰 化 酶 (HDAC; 如 Clr3、Clr6 和 Sir2) 
催化 组 蛋白 H3 的 去 乙酰 化 ， 以 允许 组 蛋白 赖 氨 酸 甲 基 转移 酶 Clr4 随后 催化 组 蛋白 H3 
第 九 位 赖 氨 酸 的 甲 基 化 。 这 种 修饰 为 Swi6 和 Chp2 (第 5 章 中 描述 的 异 染 色 质 蛋白 1 
LHP1] 的 同 源 物 ) 的 chromo 结构 域 以 及 另 一 种 chromo 结构 域 蛋白 Chpl 提供 结合 位 
mR CA 6-2) 。 这 些 蛋 白 都 有 助 于 形成 外 侧重 复 区 域 沉 默 异 染色 质 (Allshire et al. 1995; 
Cowieson et al, 2000; Partridge et al. 2000; Bannister et al. 2001; Nakayama er al. 
2001; Shankaranarayana et al. 2003; Sadaie et al. 2004), 

播 和 人 到 外 侧重 复 区 域 的 报告 基因 的 染色 质 结 构 (如 urat 基因 ) BHAA 
H3K9me2 和 Swi6 和 蛋白。 这 表明 染色 质 修 饰 和 Swi 可 以 从 邻近 的 着 丝 粒 重复 DNA $ 
延 到 插入 的 序列 (Cowieson et al. 2000; Nakayama et al. 2001), Swi6 的 定位 依赖 于 
H3K9 甲 基 化 ， 在 缺少 H3K9 专 一 性 甲 基 转 移 酶 Clr4 或 者 H3 第 九 位 赖 氨 酸 突变 成 精 
氨 酸 的 细胞 中 Swi6 的 定位 被 破坏 (Ekwall et al. 1996; Mellone et al. 2003), Swi6 Æ 
日 通过 其 chromoshadow IARE Mt — Rik (Cowieson et al，2000) ， 这 可 能 有 助 于 它 
在 HDAC 和 Clr4 H3K9 甲 基 转移 酶 的 帮助 下 洛 着 染色 质 纤 维 蔓延 。 

Be Swi6 之 外 ，Chpl 和 Chp2 两 种 chromo 结构 域 蛋 白 也 通过 与 甲 基 化 的 H3K9 相 
互 作用 ， 从 而 结合 在 着 丝 粒 外 侧重 复 区 域 染 色 质 上 。Chpl 被 证 明 是 RNA RAH RITS 
的 组 分 〈 见 第 8 章 )， 并 且 为 完全 建立 外 侧重 复 区 域 和 被 插入 的 报告 基因 处 组 蛋白 的 
H3K9 甲 基 化 所 必需 (Partridge et al. 2002; Motamedi et al. 2004; Sadaie et al. 
2004) 。 
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在 讨论 着 丝 粒 外 侧重 复 区 域 异 染色 质 建立 的 细节 之 前 ， 了 解 中 央 区 域 染 色 质 是 很 重 
要 的 ， 此 处 和 外 侧重 复 区 域 有 显著 不 同 ， 因 为 动 粒 是 在 此 处 装配 的 。 与 外 侧重 复 区 的 沉 
默 有 所 不 同 ， 在 cenl 大 约 10kb 的 中 央 区 域 中 ， 报 告 基因 的 沉默 不 依赖 于 Clr4， 所 以 也 
和 组 蛋白 H3K9 甲 基 化 无 关 。 事 实 上， 中 央 区 域 有 独特 的 染色 质 结构 。 这 最 开始 被 微 
球菌 核酸 酶 分 析 所 证 明 ( 见 第 5 章 对 MNase 消化 的 解释 ) ， 分 析 结 果 显 示 为 弥散 的 条 
带 ， 而 外 部 重复 染色 质 显 示 出 有 规律 的 间隔 150bp 的 梯 状 条 带 (Polizzi and Clarke 
1991; Takahashi et al. 1992) 。 这 种 不 同 的 形式 有 别 于 异 染 色 质 和 常 染 色 质 ， 这 和 在 此 
处 装配 的 独特 的 CENP-A 染色 质 以 及 动 粒 有 关 。 在 所 有 被 检测 的 真 核 生物 中 ， 一 个 叫 
CENP-A (或 cenH3) 的 类 H3 蛋白 特异 存在 于 有 活性 的 着 丝 粒 《cleveland et al. 2003) 
处 ， 它 在 确定 动 粒 的 装配 位 点 中 起 关键 作用 。 

在 裂 殖 酵母 着 丝 粒 中 央 区 域 ， 绝 大 部 分 组 蛋白 H3 被 CENP-A 的 直系 同 源 物 Cnpl 


所 代替 CAM 6-4b) (Takahashi et al. 2000), 
CENP-A 后 可 以 在 S 期 以 复制 依赖 的 方式 装 和 人 染色 
质 ， 也 可 以 在 Gs 期 通过 不 依赖 复制 的 方式 被 置 人 
〈 详 见 第 13 章 )。 动 粒 蛋白 本 身 可 以 调控 CENP- 
Ac 的 定位 与 装配 (Goshima et al. 1999; Taka- 
hashi et al. 2000; Pidoux et al，2003) 。 如 Ams2 
(一 个 GATA 因子 ) 在 S 期 指导 伴随 复制 的 CENP- 
Ac 的 组 装 。 在 缺乏 Ams2 的 情况 下 ， 可 以 在 G 
期 通过 由 Mis6 指导 的 不 依赖 复制 的 方式 来 补偿 ， 
从 而 允许 在 间 期 完成 CENP-Acel 的 组 装 (Chen et 
al, 2003; Takahashi et al. 2005), a524 CENP- 
Ae CR RRUIRRER Ac 的 染色 质 结构 被 破坏 Gh cnpl 、mal2 、mis6、 
Fat, Mae 5 on sim 和 其 他 一些 基因 被 突变 )， 在 微 球菌 核酸 酶 分 
点 ) 分 布 ， 红 色 为 Swi6， 绿 色 为 CENP=r+。 析 中 弥散 的 结果 转变 成 为 更 有 代表 性 的 结果 (如 核 
不 在 绿色 附近 的 红色 信号 代表 着 丝 粒 和 小 体 阶 梯 )。 在 影响 中 央 区 域 染 色 质 的 突变 体 中 并 
ma 夫 mat3。 所 有 的 大 丝 粒 成 入 分 布 在 核 周 没有 检测 到 外 侧重 复 的 沉默 状态 发 生变 化 (Cowie- 
临近 纺锤 极 体 的 位 置 。 son et al. 2000; Jin et al. 2002; Pidoux et al. 
2003; Hayashi et al. 2004). ff? H CENP-AS™ , 
malZ, mish. sim4 和 其 他 的 动 粒 重 日 仅仅 和 中 央 区 域 染色 质 绪 合 ， 这 进一步 证 明了 中 
央 动 粒 区 域 在 结构 上 更 复杂 ， 在 功能 上 也 和 外 侧重 复 染色 质 不 同 (图 6-2b) 。 

并 非 所 有 的 动 粒 蛋 日 都 被 检测 过 ， 但 是 似乎 中 央 区 域 的 沉默 是 一 个 完整 动 粒 装配 的 
结果 ， 像 在 酿酒 酵母 中 一 样 ， 这 至 少 涉及 50 个 蛋白 (Measday and Hieter 2004), XE 
RE ASA AGT BES HH] RNA 聚合 酶 工 接触 到 这 个 区 域 的 报告 基因 从 而 阻止 其 转 
录 。 在 许可 温度 下 ， 一 些 突变 体 〈 如 cm 加 . mal2, mis6 Fil sim4) 中 动 粒 完 整 性 会 遭 到 
部 分 破坏 ， 这 提高 了 报告 基因 的 转录 水 平 。 这 种 现象 的 一 个 应 用 是 可 以 用 报告 基因 来 检 
WU PRR DAR, PE S SAE ARAB (Pidoux et al. 2003), 

奇怪 的 是 ， 着 丝 粒 区 域 并 非 完全 没有 基因 ,一 些 tRNA 基因 存在 于 外 侧重 复 和 中 
央 动 粒 之 间 (图 6-2a) (Kuhn et al. 1991; Takahashi et al. 1991) 。 最 近 ， 这 被 证 明 可 
以 作为 屏障 阻止 异 染 色 质 侵入 中 央 区 域 (Scott et al. 2006), 


1.4 着 丝 粒 外 侧重 复 序列 本 身 导 致 了 沉默 染色 质 的 装配 


Clr4 依赖 的 沉默 染色 质 装 配 不 仅仅 发 生 在 着 丝 粒 ， 也 发 生 在 约 20kb 的 沉默 接合 型 
位 点 (mat2-mat3) (Noma et al. 2001) 以 及 邻近 端 粒 末端 重复 〈 由 端 粒 酶 合成 的 
TTACAGG) 处 (Nimmo et al. 1994, 1998; Allshire et al. 1995; Kanoh et al. 
2005)。 存 在 于 mat? Fil mat3 之 间 的 CenH (centromere homologous， 着 丝 粒 同 源 ) 区 
域 拥 有 一 个 和 着 丝 粒 外 侧重 复 高 度 相 似 的 大 于 7kb 的 序列 (Grewal and Klar 1997). 34 
外 ， 邻 近 染 色 体 [和 开端 粒 的 40kb 的 端 粒 相关 序列 (telomere-associated sequences 
TAS) 中 有 至 少 0.5kb AY DNA 序列 和 CenH 有 超过 84% 的 一 致 性 。 这 说 明 着 丝 粒 外 侧 





图 6-4 裂 殖 酵母 核 内 的 沉默 染色 质 
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大 的 沉默 染色 质 区 域 (Nimmo et al. 1994; Allshire et al. 1995; Kanoh et al. 2005). 
在 着 丝 粒 异 染 色 质 的 维持 中 是 否 也 有 这 种 元 余 机 制 呢 ?虽然 在 细胞 缺少 RNAI 时 着 丝 粒 
外 侧重 复 不 能 转录 自身 ， 报 告 基 因 也 不 再 沉默 ， 但 是 H3K9me2 依旧 存在 (Sadaie et 
al. 2004)。 是 什么 因子 维持 这 种 甲 基 化 ? 一 种 可 能 是 CENP-B 相关 蛋白 〈Abpl、 
Cbhl、Cbh2)， 他 们 有 可 以 结合 到 着 丝 粒 重复 DNA 的 保守 的 DNA 结合 结构 域 ， 并 为 
沉默 染色 质 的 有 效 形成 所 必需 (Irelan et al. 2001; Nakagawa et al，2002)。 其 他 的 发 


现 表明 Clr3 HDAC 在 维持 异 染 色 质 完整 性 中 的 作用 也 不 依赖 于 RNAi (Yamada et al. 
2005). 


1.5 RNA 干扰 指导 沉默 染色 质 装 配 


RNAi 现象 首次 发 现 于 秀丽 隐 杆 线虫 ， 当 表达 双 链 RNA (dsRNA) 时 会 导致 同 源 
基因 失去 表达 。 很 快 明白 这 种 RNAi 和 植物 以 及 链 孢 霉 〈 下 面 会 讲 到 ) 描述 的 基因 转录 
水 平 沉默 (TGS) AX. 

已 知 在 植物 和 多 细胞 动物 中 ，dsRNA 被 RNAi 机 器 加 工 ， 产 生 的 小 RNA 可 以 在 
同 源 染 色 质 上 引发 DNA 和 /或 染色 质 修饰 。 裂 殖 酵 母 中 主要 RNA 组 分 直系 同 源 基因 
的 存在 ， 如 Argonaute (agol )、Dicer (dcrl1) 和 RNA 依赖 的 RNA 聚合 酶 基因 
(rdp1)， 激 发 了 对 他 们 的 研究 (Volpe et al. 2002)， 这 为 理解 RNAI 介 导 的 染色 质 修 
饰 和 沉默 带 来 了 巨大 的 进步 。 

失去 Agol、Derl 或 Rdpl 的 表 型 和 Swi6 突变 体 类 似 ， 在 着 丝 粒 外 侧重 复 区 降低 
H3K9me2 水 平和 失去 沉默 (图 6-3b) 。 在 RNAi 突变 体 中 ， 产 生 于 着 丝 粒 外 侧重 复 的 
不 连续 大 小 的 重 羡 的 非 编 码 RNA (ncRNA) 转录 物 被 检测 到 。 这 些 非 编码 RNA ABB 
些 从 裂 殖 酵母 中 被 分 离 和 测序 的 自然 产生 的 被 称 为 小 干扰 RNA (siRNA, 约 21nt) 的 
小 RNA 片段 是 同 源 的 〈Reinhart and Bartel 2002; Cam et al. 2005) 。 这 些 siRNA 是 由 
Dicer (一 种 RNAi 组 分 ) 切割 着 丝 粒 重复 转录 出 的 长 的 非 编 码 双 链 RNA 所 产生 的 。 

Chromo 结构 域 蛋 白 Chpl 也 被 证 明 是 RNAi 机 器 的 组 分 。Chpl 结合 到 H3K9me2 
染色 质 ， 参 与 着 丝 粒 外 侧重 复 区 的 报告 基因 沉默 ， 参 与 产生 着 丝 粒 重复 同 源 的 siRNA 
(Noma et al. 2004) 以 及 维持 着 丝 粒 重复 的 正常 H3K9 甲 茜 化 水 平 (Partridge et al. 
2002; Sadaie et al. 2004), RITS (RNA 诱导 的 转录 沉默 ) 效应 复合 体 包含 Chpl、 
Agol、Tas3 和 着 丝 粒 外 侧重 复 同 源 的 siRNA， 其 发 现 进一步 文 持 了 Chpl Æ RNAI 中 
的 作用 (Motamedi et al，2004) 。 另 一 个 含有 Rdpl 的 蛋白 复合 体 CRDRC: 依赖 RNA 
的 RNA 聚合 酶 复合 体 ) 也 被 确认 ， 它 含有 一 个 预测 的 RNA 解 旋 酶 〈Hrrl) 和 一 个 假 
定 的 多 育 腺 味 吟 核糖 核 背 酸 聚 合 酶 〈Cid12) 。 这 也 似乎 意味 着 完整 的 外 侧重 复 区 沉默 染 
色 质 组 装 和 RNAi 是 一 个 整体 过 程 (图 6-6) CMotamedi et al. 2004), 

用 HDAC 抑制 剂 曲 古 抑 菌 素 A (trichostatin A, TSA) 处 理 RNAi 缺陷 的 细胞 ， 
发 现 了 一 种 在 沉默 接合 型 位 点 维持 异 染 色 质 的 不 依赖 于 RNAi (依赖 于 Atfl/Perl) 的 
沉默 机 制 。 当 在 RNAI 突变 体 中 模仿 缺失 at fl R perl HBR, mat2-mat3 区 域 完全 
失去 了 沉默 染色 质 (Hall et al. 2002; Jia et al，2004)。 如 前 所 述 ， 着 丝 粒 外 侧重 复 区 
沉默 染色 质 的 形成 不 需要 Atfl 和 Peri (Kim er al，2004)。TSA 的 短暂 处 理 也 会 导致 
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图 6-6 着 丝 粒 重复 处 的 转录 把 RNAI, SRY fee RA RR RK 
RNA 聚合 酶 [催化 的 外 侧重 复 的 转录 为 RNAi 和 Dicer 依赖 的 SIRNA 的 产生 提供 最 初 的 底 物 。RITS 复合 体 
(Agol, Tas3, Chpl) 中 的 Agol 与 siRNA 的 结合 允许 其 靶 向 同 源 的 转录 物 。RDRC (Rdpl1、Cidl2 和 Hrr1) 
合成 的 dsRNA 为 Derl 提供 了 更 多 的 底 物 以 产生 siRNA， 这 或 许 有 放大 信号 的 效果 。 转 录 物 、RNA RAM I 
亚 基 和 RNAi 组 分 间 的 相互 作用 招募 了 Clr4， 它 是 一 个 H3K9 的 甲 基 化 梅 ， 它 可 以 导致 chromo 结构 域 蛋 日 和 
黏 结 蛋 白 的 结合 以 及 姐妹 着 丝 粒 间 的 条 联 。 


着 丝 粒 沉默 的 丢失 ， 以 及 高 乙酰 化 的 组 蛋白 和 着 丝 粒 功能 的 缺陷 (Ekwall et al. 1997), 
虽然 这 种 TSA 诱导 的 “ 表 观 状态 ”仅仅 相对 稳定 ， 但 是 也 能 维持 几 轮 细胞 分 裂 甚至 减 
数 分 裂 。 对 此 最 可 能 的 解释 是 ， 一 旦 这 种 不 正常 的 高 乙酰 化 状态 发 生 ， 异 染色 质 重新 建 
立 是 困难 的 。 表 观 状态 也 能 在 maz-mat3 位 点 被 建立 ， 同 样 也 能 在 减 数 分 裂 中 被 维持 
(Nakayama er al. 2000), | 


1.6 RNA 聚合 酶 研 合 成 的 着 丝 粒 重复 转录 产物 使 RNAI 和 染色 质 修饰 
相 联 系 


前 面 已 经 说 明了 着 丝 粒 异 染色 质 的 装配 需要 RNA 和 组 蛋白 修饰 ， 这 种 异 染 色 质 可 
以 蔓延 到 邻近 捅 和 人 的 报告 基因 。 这 就 提出 了 一 些 显而易见 的 问题 ， 例 如 ，RNAi 如 何 与 
组 蛋白 修饰 一 起 来 导致 沉默 染色 质 的 形成 ? 这 种 RNAI 指导 的 染色 质 修 饰 与 沉默 又 如 何 
靶 向 特定 的 基因 组 区 域 。 

在 很 多 生物 体 中 ， 与 某 个 基因 同 源 的 dsRNA 的 转录 ， 会 导致 基因 转录 沉默 
(DNA/ 染 色 质 修饰 ，TGS) ， 或 者 转录 后 基因 沉默 (PTGS, mRNA RH). CAE 
母 中 任何 dsRNA 都 可 以 形成 siRNA 吗 ， 是 否 某 种 siRNA 只 能 诱导 转录 后 基因 沉默 ， 
或 者 它们 同时 也 可 以 引起 染色 质 修 饰 (如 H3K9me2) 进而 导致 同 源 基 人 冉 的 转录 水 平 沉 
BRO 表达 GFP 报告 基因 同 源 的 dsRNA 产生 的 siRNA 可 以 导致 GFP 转录 产物 的 减少 ， 
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但 是 GFP 报告 基因 的 转录 活性 并 未 降低 。 因 此 ， 虽 然 GFP-siRNA 减少 了 GFP mRNA 
的 水 平 ， 但 是 不 能 引起 染色 质 修饰 进而 导致 转录 沉默 。 这 些 GFP-siRNA 一 定 是 仅仅 在 
转录 后 水 平 破坏 GFP-mRNA (Sigova et al. 2004) 。 还 不 清楚 为 什么 GFP-siRNA 不 能 
诱导 同 源 基因 染色 质 的 修饰 ， 这 或 许 和 新 生 转 录 物 的 性 质 ， 或 者 和 GFP 基因 的 RNA 
聚合 酶 开局 动 子 的 强度 有 关 。 

何 种 RNA 聚合 酶 负责 着 丝 粒 重复 的 转录 ? RNA RAH II WHE (Rpb2 和 Rpb7) 
任何 一 个 发 生 突 变 都 会 导致 着 丝 粒 沉 默 的 缺陷 (Djupedal et al. 2005; Kato et al. 
2005)， 昌 然 它 们 表现 出 非常 不 同 的 表 型 。 在 rpb7-1 突变 体 中 ， 有 较 低 的 着 丝 粒 重复 转 
录 水 平 ， 较 少 的 ncRNA， 结 果 siRNA 产物 减少 导致 沉默 染色 质 丢失 。 这 表明 着 丝 粒 重 
复 的 转录 需要 RNA RAH. HAR, FE r5p2-m203 突变 体 中 ， 着 丝 粒 转录 产物 正常 产 
生 ， 但 是 他 们 不 能 被 加 工 成 sRNA， 着 丝 粒 H3K9 甲 基 化 水 平 降低 。 这 些 研究 说 明 
RNAi 不 仅仅 需要 RNA 聚合 酶 转录 产物 ， 像 其 他 RNA 加 工事 件 一 样 ， 着 丝 粒 siRNA 
的 产生 必须 同 转录 偶 联 起 来 ， 这 需要 RNAI 机 器 、 染 色 质 、 修 饰 酶 和 RNA 聚合 酶 开 之 
间 的 相互 作用 (图 6-6)。 或 许 ， 在 新 生 转 录 物 刚 被 RNA 聚合 酶 开 合 成 的 时 候 就 被 
RITS 中 的 siRNA 识别 。 一 旦 这 种 识别 发 生 ，RITS-siRNA 复合 体 就 牢固 地 结合 在 转录 
产物 上 ， 接 下 来 可 以 招募 染色 质 修 饰 相关 的 蛋白 ， 如 Clr4。 令 人 惊讶 的 是 ， 在 缺少 
Clr4 组 得 白 赖 氮 酸 甲 基 转 移 酶 活性 的 细胞 中 ， 着 丝 粒 siRNA 也 被 丢失 (Noma et al. 
2004; Hong et al，2005) 。 或 许 Clr4 的 缺失 可 以 削弱 转录 、RNAi 和 染色 质 修饰 的 不 同 
组 分 间 结 合 的 稳定 性 ， 从 而 影响 了 siRNA 的 产生 (Mtamedi et al，2004) 。 另 一 种 可 能 
的 解释 是 ，H3K9 甲 基 化 以 顺 式 作 用 的 方式 参与 着 丝 粒 初 始 转录 物 的 各 种 RNA 加 工 过 
程 ， 从 而 影响 siRNA 的 产生 (图 6-6) (Noma et al. 2004; Sugiyama et al. 2005; 见 第 
8 章 )。 


1.7 着 丝 粒 沉 昧 染色 质 参 与 姐妹 染色 体 着 丝 粒 黏 联 和 染色 体 正 常 分 离 


着 丝 粒 外 侧重 复 异 染色 质 和 CENP-AC?! 动 粒 染 色 质 是 如 何 影响 染色 体 分 离 呢 ? 
Clr4 依赖 的 沉默 蜡染 色 质 装配 ， 发 生 在 着 丝 粒 外 侧重 复 以 及 与 之 相关 的 接合 型 位 点 和 
端 粒 附近 的 重 续 序列 。 用 裸露 的 DNA 质粒 进行 的 实验 表明 通过 某 种 方式 外 部 重复 在 有 
功能 的 着 丝 粒 的 装配 中 起 作用 ， 可 以 使 这 些 Con 质粒 拥有 在 有 丝 分 裂 和 减 数 分 裂 纺 锤 
体 中 分 离 的 能 力 。 但 是 仅仅 外 部 重复 或 者 仅仅 中 央 区 域 都 不 足以 装配 成 一 个 有 功能 的 着 
丝 粒 〈Clarke and Baum 1990; Takahashi et al. 1992; Baum et al. 1994; Ngan and 
Clarke 1997; Pidoux and Allshire 2004) 。 

导致 外 侧重 复 区 沉默 丢失 的 突变 (如 缺少 Clr4, RNAi 组 分 或 Swi6) 也 会 提高 有 
丝 分 裂 时 染色 体 丢失 的 速度 以 及 后 期 染色 体 滞 后 发 生 的 频率 (图 6-7) (Allshire et al. 
1995; Ekwall et al. 1996; Bernard et al. 2001; Nonaka et al. 2002; Hall et al. 2003; 
Volpe et al. 2003). GRA Swi6 KATERE 22 HL BER AY aR GB SR RI SR KS 
AY BAH (Bernard et al. 2001; Nonaka et al，2002) 。 合 适 的 纺锤 体 的 形成 需要 姐妹 动 粒 
结合 到 从 纺锤 体 两 极 发 散 出 的 微 管 纤 维 上 。 作 用 在 动 粒 上 的 拉力 需要 姐妹 动 粒 紧 紧 结合 
(图 6-7b) 。Siw6 BS HBAABAEBA 〈cohesin) 到 外 侧重 复 染 色 质 ， 进 而 介 导 姐妹 着 丝 
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粒 间 的 紧密 结合 〈 图 6-6)。 因 此 着 丝 粒 沉默 染色 质 的 一 项 功能 是 介 导 着 丝 粒 间 的 舌 联 。 
b 野生 型 







双向 牵引 的 姐妹 着 丝 粒 


异 染 色 质 缺陷 
部 分 牵引 的 单一 着 丝 粒 





图 6-7 “蜡染 色 质 丢失 导致 染色 体 分 离 的 缺陷 
(a) 缺少 RNAi 和 异 染 色 质 组 分 的 细胞 会 加 速 染 色 体 丢失 并 提高 后 期 染色 体 滞 后 发 生 的 频率 。(b) 异 染 色 质 
缺陷 细胞 导致 染色 体 滞 后 可 能 是 因为 异常 装配 的 动 粒 会 同时 与 两 极 发 出 的 微 管 相 结合 。 这 种 方向 性 的 不 正确 
会 一 直 持 续 到 分 裂 后 期 ， 直 到 与 某 一 极 微 管 结 合 被 破坏 ， 引 起 随机 分 离 ， 导 致 染色 体 的 丢失 或 获得 。 


Bite H tue a mat?-mat3 位 点 也 有 很 强 的 结合 (Bernard et al. 2001; Nonaka 
et al. 2002), 4h, HABAHAA BAAS SW urat t 基因 处 的 沉默 染色 
质 (图 6-5) ， 这 表明 了 沉默 染色 质 和 黏 结 蛋 白 之 间 的 联系 〈Partridge et al. 2002). Al 
此 ， 黏 结 蛋白 的 招募 似乎 是 Swi6 结合 的 异 染 色 质 的 一 个 普遍 特性 。 还 不 清楚 Swi6 染 
色 质 如 何 招募 秋 结 蛋白 ， 但 是 Swi6 确实 可 以 和 黏 结 蛋白 亚 基 Psc3 相互 作用 (Nonaka 
et al，2002) 。 保 守 的 激酶 Hskl 〈Cdc7) 的 调节 亚 基 Dipl 可 以 和 Swi6 相互 作用 ， 并 且 
是 招募 秋 结 蛋白 到 着 丝 粒 所 必需 的 〈Bailis et al. 2003) 。 既 然 在 养 椎 动物 细胞 中 缺失 
RNAi 组 分 Dicer 会 影响 异 染色 质 完整 性 和 姐妹 着 丝 粒 间 的 结合 ， 那 么 说 明 异 染色 质 和 
染色 单 体 黏 联 之 间 的 关系 在 其 他 生物 体 中 也 是 保守 的 〈Fukagawa et al, 2004). 


1.8 功能 性 着 丝 粒 表 观 遗传 学 状态 的 继承 


通过 研究 含有 最 少 着 丝 粒 区 域 的 质粒 如 何 装配 成 有 功能 的 着 丝 粒 ， 发 现 了 一 个 有 趣 
的 表 观 遗传 现象 。 虽 然 仅 含有 一 部 分 外 侧重 复 和 大 多 数 中 央 区 域 的 质粒 装配 成 有 功能 的 
着 丝 粒 的 效率 很 低 ， 但 是 奇怪 的 是 ， 一 旦 这 种 有 功能 的 着 丝 粒 状态 被 建立 ， 它 就 能 在 多 
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次 有 丝 分 裂 甚至 减 数 分 裂 中 保持 下 来 (Steiner and Clarke 1994; Ngan and Clarke 
1997) 。 一 个 解释 是 外 侧重 复 为 动 粒 装配 提供 了 一 个 有 利 环境 (Pidoux and Allshire 
2005)， 但 是 一 旦 装配 好 了 ，CENP-Acm 染色 质 及 动 粒 结构 自身 就 会 通过 一 种 和 复制 相 
关 的 模板 机 制 使 自己 在 这 个 位 置 维持 下 来 〈Tkahashi et al.2005)。 或 许 异 染色 质 以 蘑 
种 方式 诱导 或 者 帮助 CENP-Acm 装 和 人 染色 质 〈 图 6-8) ， 但 是 仅 有 部 分 的 异 染 色 质 不 能 
使 动 粒 高 效 的 装配 。 可 能 的 解释 是 部 分 的 外 侧重 复 不 足以 招募 足够 的 恭 结 蛋白 ， 这 导致 
者 丝 粒 间 黏 联 的 缺陷 ， 进 而 增加 了 染色 体 丢失 的 比率 。 这 种 着 丝 粒 结构 可 能 在 几 次 细胞 
分 裂 中 随机 的 聚集 到 足够 的 黏 结 蛋白 ， 增 加 了 在 有 丝 分 裂 中 的 稳定 性 。 一 旦 这 些 被 完 


成 ， 这 种 稳定 的 状态 会 以 某 种 方式 复制 到 子 代 分 子 ， 使 其 能 在 细胞 分 裂 中 得 到 维持 (图 
6-8) 。 


?? CENP-AcnP" 





图 6-8 CENP-A 染色 质 的 建立 和 维持 
中 央 区 域 的 DNA 自身 并 不 能 装配 功能 性 的 着 丝 粒 ， 而 需要 外 侧重 复 。 已 经 装配 好 的 
着 丝 粒 失去 异 染 色 质 并 不 影响 中 央 区 域 CENP-Aeei 或 动 粒 的 结构 。 这 表明 异 染 色 质 
或 许 以 某 种 方式 指引 CENP-A 染色 质 以 及 动 粒 组 装 的 定位 。CENP-Aepl 如何 装 入 
核 小 体 或 者 这 种 特殊 的 染色 质 结 构 在 中 央 区 域 如 何 维持 还 依然 未 知 。 


如 前 所 述 ，TSA 可 以 引起 沉默 丢失 从 而 导致 着 丝 粒 缺陷 (Ekwall et al. 1997), ¥ 
谍 到 沉默 染色 质 形成 与 着 丝 粒 秋 联 间 的 关系 ， 似 乎 TSA 引起 的 高 乙酰 化 阻止 了 依赖 
RNAi 的 沉默 染色 质 的 高 效 重 建 ， 因 为 丢失 了 沉默 的 状态 以 及 姐妹 着 丝 粒 黏 联 的 有 缺陷 
的 者 丝 粒 被 传 到 了 子 代 〈 详 见 第 14 章 )。 


1.9 真菌 中 沉默 机 制 的 多 样 性 


本 章 前 半 部 分 ， 我 们 描述 了 在 一 种 相对 简单 的 单 细胞 真 核 生 物 裂 殖 酵母 中 ， 报 告 基 
因 如 何 被 着 丝 粒 上 两 种 不 同类 型 的 染色 质 所 沉默 。CENP-A 染色 质 存在 于 着 丝 粒 中 央 ， 
两 边 被 异 染色 质 包 围 。CENP-A 染色 质 标记 着 动 粒 组 装 的 位 置 ， 推 测 此 处 与 微 管 连接 。 
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在 两 边 异 染色 质 形 成 中 ，RNAi 识别 从 外 侧重 复 转 录 出 的 非 编 码 RNA， 招 募 来 染色 质 
修饰 酶 ， 如 Clr4， 从 而 产生 了 chromo 结构 域 蛋 白 的 结合 位 点 ， 然 后 导致 强烈 的 沉默 。 
这 种 异 染色 质 为 着 丝 粒 提供 了 紧密 的 黏 联 ， 也 帮助 动 粒 装配 。RNAIi 在 着 丝 粒 沉默 染色 
质 形 成 中 的 作用 起 源 于 其 在 基因 组 抵御 RNA 病毒 和 转 座 元 件 方面 的 作用 ， 就 如 在 植物 
中 发 现 的 那样 。 事 实 上， 着 丝 粒 重复 可 能 是 古老 可 移动 元 件 的 遗迹 。 

这 种 推测 被 丝 状 真菌 链 孢 霉 (本 章 下 半 部 分 的 主题 的 早期 研究 所 支持 。 虽 然 在 不 
同 的 真菌 中 很 明显 有 共同 的 表 观 遗传 机 制 ， 但 是 如 下 所 述 ， 也 存在 很 多 差异 。 例 如 ， 不 
同 于 已 被 很 好 研究 的 芽 殖 和 弄 殖 醇 母 ， 链 孢 考 有 DNA 甲 基 化 ， 这 在 高 等 真 核 生物 中 是 
一 种 经 典 通 用 的 表 观 遗传 标记 ， 如 在 哺乳 动物 和 开花 植物 中 。 此 外 ， 链 孢 才 的 研究 指示 
出 几 种 在 生命 周期 不 同 阶 段 起 作用 的 独立 的 沉默 系统 。 第 一 种 叫 重复 序列 诱导 的 点 突变 
(RIP) ， 它 同时 涉及 表 观 遗传 学 机 制 和 遗传 学 机 制 ， 作 为 一 种 基因 组 防护 机 制 起 作用 。 
第 二 种 叫 平抑 〈quelling) ， 是 一 种 以 RNAi 为 基础 的 机 制 ， 可 以 导致 转基因 及 其 内 源 同 
源 基因 的 沉默 。 第 三 种 叫 非 配对 DNA 导致 的 减 数 分 裂 沉 默 〈MSUD) ， 也 是 以 人 RNAi 
为 基础 ， 但 在 起 作用 的 时 间 、 靶 点 和 目的 上 与 平抑 不 同 。 虽 然 在 包括 本 章 讲述 的 模式 真 
菌 在 内 的 所 有 生物 体 中 ， 我 们 对 表 观 遗传 学 的 研究 尚 处 于 初始 阶段 ， 但 是 对 恤 殖 酵母 和 
链 驳 霉 的 研究 一 定 会 为 理解 真 核 生 物 的 表 观 遗传 机 制 提供 丰富 的 信息 。 


。 2. aE, RR 


20 世纪 20 年 代 晚 期 ，Dodge B—-KIEHARAARAR 〈 图 6-9 和 6-10) 当 作 实验 
材料 。 大 约 十 年 后 ，Beadle 和 Tatum 用 它 进行 了 著名 的 “一 个 基因 一 个 酶 ”的 人 研究 ， 
这 把 生物 化 学 和 遗传 学 联系 起 来 (Davis 2000), Beadle 和 Tatum 选择 其 进行 研究 的 一 
部 分 原因 是 因为 它 生 长 速度 快 、 易 于 在 成 分 确定 的 培养 基 中 繁殖 以 及 易于 进行 遗传 操作 
(如 突变 、 互 补 测验 和 基因 定位 )。 尽 管 不 像 某 些 真 核 模式 生物 那样 被 广泛 研究 ， 但 是 链 
孢 恬 还 是 继续 吸引 着 一 些 研究 人 员 ， 因 为 它 的 适度 的 复杂 性 ， 也 因为 它 很 适合 进行 一 些 
遗传 、 发 育 和 亚 细 胞 方面 的 研究 (Borkovich et al，2004) 。 它 尤其 适合 研究 光 生 物 学 、 
生物 节律 、 种 群生 物 学 、 形 态 建成 、 线 粒 体 侵 人 、DNA 修复 和 重组 、DNA 甲 基 化 和 其 
他 的 表 观 遗传 过 程 。 

图 6-9 描述 了 链 孢 考 的 生活 周期 。 无 性 生殖 阶段 起 始 于 一 个 有 性 孢子 〈 子 奢 孢 子 ) 
或 者 一 个 无 性 孢子 (分 生 孢 子 ) 的 萌发 ， 接 着 形成 多 核 细 胞 组 成 的 丝 状 分 支 〈 菌 丝 ; 图 
6-10C) 。 两 种 接合 型 (A 和 a) 在 形态 学 上 不 可 区 分 (K 6-10B). FRAT NH Rie 
热 激 ， 分 生 孢 子 可 以 自然 萌发 。 菌 丝 生 长 很 快 《37C 生 长 速度 大 于 每 小 时 5mm)， 最 后 
会 形成 菌 丝 体 。 菌 丝 体形 成 后 ， 空 中 的 菌 丝 进一步 生长 ， 导 致 形成 大 量 检 色 的 分 生 孢 
子 ， 这 是 此 物种 的 标志 性 特征 (图 6-10A、B)。 这 些 含有 一 个 或 多 个 核 的 分 生 孢 子 ， 或 
者 形成 新 的 无 性 个 体 ， 或 者 使 异性 受精 。 当 受 营养 条 件 限制 时 ， 链 抱 考 通过 形成 成 熟 的 
Frik (CET) 而 进入 有 性 生殖 阶段 。 当 从 原子 计生 出 的 特 化 的 菌 丝 ““ 受 精 丝 ”) 
接触 到 相反 接合 型 的 组 织 时 ， 会 接受 一 个 核 并 将 其 送 回 原子 宫 。 链 孢 霉 及 其 他 的 丝 状 子 
囊 菌 在 有 性 生殖 阶段 与 酵母 不 同 ， 他 们 在 受精 和 核 融合 之 间 有 一 个 很 长 的 异型 核 阶段 。 


表 观 遗传 学 


弄 型 核 细 胞 在 子宫 壳 中 增殖 。 在 最 后 的 分 裂 时 ， 细 胞 是 双核 的 ， 两 种 接合 型 各 一 个 。 这 
些 细胞 会 形成 匆 状 (“拐杖 ”)， 最 后 的 有 丝 分 烈 产 生 四 个 核 ， 然 后 隔膜 形成 ， 在 损 杖 的 
之 曲 部 分 出 现 一 个 双核 细胞 。 这 个 细胞 会 形成 一 个 子囊 。 遗 传 分 析 显 示 ，- 一 般 情 况 下 ， 
一 个 子 讲 壳 中 会 产生 约 100 个 或 者 更 多 的 子宫 ， 它 们 来 源 于 共同 的 父 本 和 母 本 。 当 核 融 
合 之 后 ， 形 成 的 二 倍 体 核 立即 进入 减 数 分 裂 。 因 此 ， 生 活 周期 中 的 二 倍 体 阶 段 是 短 而 有 
PRAY. DRL SUP eR LENT RAT SHA KABA, OG RET RAT 
发 育 时 中 还 会 进行 有 丝 分 裂 (图 6-9, Davis 2000), 
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图 6-9 fee HAE A 
文中 所 述 的 各 表 观 遗传 过 程 发 生 的 阶段 见 本 图 〈 经 许可 ， 重 印 自 Shiu et al. 2001), 


HSN AAA KA 40Mb， 有 7 条 染色 体 ， 预 测 有 和 约 1 万 个 编码 蛋白 的 基因 
(Galagan et al. 2003)， 粗 略 计 算 总 共有 1000 个 单位 的 遗传 图 谱 长 度 (Perkins et al. 
2001), (iM 10% 的 基因 组 由 重复 DNA 组 成 ， 除 了 70 个 拷贝 的 编码 三 个 大 rRNA 的 
9kb 左右 rDNA 单元 的 串联 阵列 ， 大 多 数 重复 DNA 含有 失 活 的 可 移动 元 件 。 大 多 数 链 
雹 和 舞 株 缺 少 有 活性 的 转 座 子 ， 也 极 少 有 序列 相近 的 旁 系 同 源 基 因 ， 这 几乎 理所当然 的 反 
ET RIP 的 作用 ，RIP 是 在 真 核 生 物 中 发 现 的 首 个 同 源 序列 依赖 的 基因 组 防卫 系统 
(Selker 1990)。 我 们 知道 链 孢 考 有 至 少 三 种 用 于 保全 基因 组 的 基因 沉默 过 程 ，RIP、 ¥ 
HM Cquelling) 和 MSUD (Borkovich et al. 2004)。 所 有 这 些 过 程 都 涉及 表 观 遗传 学 机 
制 也 都 直接 或 间接 的 和 DNA 甲 基 化 (一 个 在 链 孢 露 和 很 多 真 核 生物 中 发 现 的 基本 的 表 
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图 6-10 HARRE 
(A) 野生 于 甘蔗 上 的 营养 生长 的 菌 〈 来 自 斯 坦 福 大 学 DJacobson)。(B) 实验 室 斜面 培养 基 上 的 营养 生长 的 菌 
(来 自 斯 坦 福 大 学 N. B. Raju), (O 用 DAP1 染 出 大 量 细胞 核 的 链 孢 点 菌 丝 ( 来 自 斯 坦 福 大 学 M. Springer), (D) 
成 熟 子 变形 成 的 圆 花 窗 图 案 〈 经 许可 ， 重 印 自 Raju 1980 [OElsevier]). 


观 遗 传 学 机 制 ) 有 关 。 我 们 将 先 讨 论 DNA 甲 基 化 ， 随 后 讨论 RIP. FWA MSUD. 


2.1 87a HAY DNA 甲 基 化 


自从 数 十 年 前 被 发 现 以 来 ， 真 核 生 物 的 DNA 甲 基 化 一 直 是 个 引 人 注 目的 谜 。 一 些 
基本 的 问题 依然 存在 争议 ， 例 如 ， 是 什么 决定 哪 段 染 色 质 区 域 被 甲 基 化 ? DNA 甲 基 化 
的 功能 又 是 什么 ? SERRA DNA 甲 基 化 的 调控 与 功能 提供 了 一 个 出 色 的 模型 。 一 
些 其 他 的 真 核 模式 生物 ， 包 括 线虫 类 的 秀丽 隐 杆 线虫 、 酵 母 类 的 酿酒 酵母 和 裂 殖 酵 母 都 
缺少 DNA 甲 基 化 ， 在 另 一 个 模式 生物 黑 腹 果 蝇 中 DNA 甲 基 化 的 报道 仍 存在 争议 。 在 
一 些 生 物体 中 ，DNA 甲 基 化 为 生存 所 必需 ， 如 哺乳 动物 ， 这 使 某 些 分 析 变 得 复杂 。 在 
链 孢 考 中 ， 约 1.5%% 的 胞 旷 院 是 被 甲 基 化 的 ， 但 是 这 种 甲 基 化 不 是 必需 的 ， 这 为 遗传 学 
研究 提供 了 便利 。 虽 然 当 从 一 个 系统 推测 到 另 一 个 系统 时 ， 我 们 必须 小 心 谨慎 ， 但 是 至 
少 从 某 些 方面 来 看 DNA 甲 基 化 在 物种 闻 还 是 保守 的 。 例 如 ， 所 有 已 知 的 DNA 甲 基 转 
移 酶 ， 包 括 在 原核 生物 和 真 核 生 物 中 发 现 的 ， 在 他 们 的 催化 结构 域 都 表现 出 很 强 的 同 源 
性 (Grace Goll and Bestor 2005) 。 过 去 十 年 中 ， 研 究 发 现 DNA 甲 基 化 的 调控 和 功能 在 
链 孢 霉 、 拟 南 芥 、 小 鼠 和 其 他 系统 中 既 有 很 重要 的 相似 性 也 有 有 趣 的 不 同 点 ， 这 证 明了 
在 不 同 模式 生物 中 进行 研究 的 重要 性 。 
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AREP DNA 甲 基 化 的 发 现 最 初 令 人 感 兴趣 是 因为 它 不 局 限于 对 称 的 位 点 ， 如 
CpG 二 核 车 酸 或 CpNpG ZPR. Riggs. Holliday 和 Pugh 已 经 为 甲 基 化 继承 和 维持 
提供 了 一 个 吸引 人 的 模型 ， 这 个 模型 依赖 在 动物 中 发 现 的 甲 基 化 位 点 的 对 称 性 。 虽然 一 
系列 体内 和 体外 的 研究 都 支持 这 个 “维持 性 甲 基 化 酶 ”模型 〈 见 第 18 章 )， 但 可 以 想象 
存在 着 不 依赖 于 对 称 位 点 的 DNA 甲 基 化 维持 机 制 ， 且 其 应 该 存在 于 许多 物种 中 (参见 
Selker et al，2002)。 被 发 现 的 在 非 对 称 位 点 的 甲 基 化 可 能 代表 着 “从 头 甲 基 化 ”， 这 种 
可 能 性 是 令 人 兴奋 的 ， 因 为 盲目 继承 的 甲 基 化 机 制 无 法 解释 最 初 哪些 序列 应 该 被 甲 基 
6. SL, AWE PRA DNA 介 导 的 转化 和 甲 基 化 抑制 剂 的 研究 结果 证 明了 存在 
可 被 重新 建立 的 从 头 甲 基 化 (参见 Singer et al. 1995), 其 他 的 研究 至 少 部 分 确认 了 什 
么 是 从 头 甲 基 化 的 潜在 信号 (参见 Tamaru and Selker 2003), | 

在 细节 上 研究 清楚 的 第 一 个 甲 基 化 区 域 是 1. 6kb 的 t-n 区 域 ， 它 包括 两 段 有 差异 的 
串联 排列 的 0. 8kb DNA 片段 ， 内 含 一 个 5S rRNA 基因 。 与 缺少 该 重复 序列 的 菌株 的 比 
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图 6-11 ”重复 序列 诱导 的 点 突变 (RIP) 
为 了 清楚 起 见 ， 只 列 出 了 两 条 染色 体 。 空 框 代表 一 个 基因 或 者 任 一 染色 体 片 段 ， 当 存在 与 其 重复 的 
序列 时 〈 如 右上 显示 的 菌株 ) ， 其 会 在 受精 和 核 融合 之 间 发 生 RIP 用 闪电 图 形 表示 )。 遗 传 实验 的 
结果 显示 重复 序列 可 以 在 约 10 次 有 丝 分 裂 期 间 不 断 地 发 生 一 系列 C 到 T 的 转换 〈 用 填充 的 框 表示 )， 
直到 最 后 的 前 有 经 分 裂 DNA 合成 (Selker et al. 1987; Watters et al. 1999) 。 底 图 所 示 为 子 代 染 色 体 
的 四 种 可 能 组 合 ， 红 色 “m” 代 表 DNA 甲 基 化 ， 其 与 RIP 产物 高 度 相关 〈 尽 管 不 总 是 如 此 )。 
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较 ， 导 致 提出 了 重复 序列 能 通过 某 种 方式 诱导 DNA 甲 基 化 的 观点 ， 最 后 发 现 了 叫做 
RIP 的 基因 组 防御 系统 。RIP 的 阐明 揭示 了 重复 序列 并 不 直接 启动 DNA 甲 基 化 ， 至 少 
在 链 孢 圳 中 是 这 样 ， 它 启动 的 是 RIP (图 6-11)，RIP 和 DNA 甲 基 化 紧密 相关 。t-n 区 
域 和 $63 区 域 〈 链 孢 霉 中 第 二 个 被 发 现 的 甲 基 化 区 域 ) 都 是 RP 的 产物 。 随 后 的 全 基 
因 组 甲 基 化 分 析 更 揭示 链 孜 霉 中 大 部 分 甲 基 化 区 域 都 是 被 RIP 失 活 的 转 座 子 的 遗迹 
(Galagan er al. 2003; Selker et al，2003) 。 事 实 上 ， 在 链 孢 霉 中 唯一 可 能 不 经 RIP 介 
导 的 DNA 甲 基 化 存在 于 串联 排列 的 YDNA (Perkins et al. 1986), 


2.2 ”RIP- 一 一 既 涉 及 遗传 学 机 制 也 涉及 表 观 遗传 学 机 制 的 基因 组 防卫 系统 


对 链 孢 圳 转化 株 杂 交 子 代 的 精细 分 析 导 致 发 现 了 RIP (Selker 1990)。 研 究 发 现 ， 
重复 序列 ， 不 论 是 天 然 的 还 是 外 来 的 ， 连 锁 的 或 者 非 连锁 的 ， 都 会 在 受精 后 产生 的 二 核 
细胞 阶段 发 生 许多 碱 基 转 换 突变 (G :C 变 成 A:T) (图 6-12)。 对 某 基因 单独 存在 于 
基因 组 或 其 与 一 非 连 锁 的 同 源 基因 共存 于 基因 组 这 两 种 情况 下 比较 其 稳定 性 ， 结 果 显 示 
RIP 不 仅仅 与 重复 相关 ， 事 实 上 它 正 是 由 重复 所 诱导 的 。 经 历 一 次 有 性 生殖 周期 ， 重 复 
基因 中 多 至 30% 的 G: C 碱 基 对 可 以 被 突变 。 被 RIP 改变 的 序列 高 频率 地 GAFFES 
无 例外 地 ) 发 生 从 头 DNA 甲 基 化 。 似 乎 源 于 有 IP 的 突变 是 由 5- 甲 基 胞 喀 喧 或 者 胞 喀 喧 
发 生 了 酶 促 脱 氨 反 应 ， 而 后 进行 复制 所 导致 的 (Selker 1990)。 胞 喀 啶 甲 基 化 会 经 历 一 
个 易于 发 生 自 发 性 脱 氨 基 反 应 的 中 间 步 又， 这 提示 了 或 许 RIP 中 可 能 存在 的 脱 氮 基 反 
应 是 由 DMT 或 者 类 DMT 的 酶 来 催化 的 。 与 这 种 可 能 性 相符 ， 从 链 孢 霉 基 因 组 序列 预 
测 出 的 两 个 DMT 同 源 基 因 中 有 一 个 与 RIP AX (Freitag et al. 2002), Rid (RIP $ 
陷 ) 基因 缺陷 纯 合 子 间 杂交 产生 的 子 代 ， 不 再 发 生 新 的 RIP。Rid 突变 体 并 没有 在 
DNA 甲 基 化 、 受 精 、 生 长 和 发 育 中 表现 出 明显 的 缺陷 。 相 反 ， 第 二 个 链 孢 霉 DMT 同 
源 基因 〈DIM-2) 通过 遗传 学 方法 被 确认 为 所 有 已 知 的 DNA 甲 基 化 所 必需 ， 但 并 不 被 
RIP 所 需要 (Kouzminova and Selker 2001) 。 

所 有 的 迹象 都 表明 每 个 合适 大 小 的 重复 KF 400bp 的 相连 重复 或 者 大 于 1000bp 
的 非 相 连 重复 ) 都 会 在 特殊 的 双核 细胞 期 的 某 阶 段 经 历 RIP。 不 过 ， 重 复 会 以 一 定 几 率 
逃脱 RIP (一 般 相 连 重复 小 于 1% ， 非 相连 重复 小 于 50%)。 即 便 含有 许多 基因 的 染色 
体 片 段 的 重复 也 对 RIP 敏感 (Perkins et al. 1997; Bhat and Kasbekar 2001), RSA RIP 
BERR ZEA PEAR BR, EE TI, EE A A 
因 倍增 来 进化 。 基 因 组 序列 揭示 了 基因 家 族 的 存在 ， 但 几乎 所 有 的 旁 系 同 源 基 因 都 产生 
了 足够 的 分 歧 ， 以 致 不 能 启动 RIP (Galagan and Selker 2004), 。 我 们 推断 RIP 实际 上 限 
Hl TRH. ARE, HAR PRB SA RIP 的 温和 的 基因 组 防卫 系统 。 
最 显著 的 例子 是 减 数 分 型 前 诱导 的 甲 基 化 (MIP)， 其 过 程 是 像 RIP 一 样 在 受精 和 核 融 
合 之 闻 检 测 相连 和 非 相 连 的 序列 重复 ,但 是 它 仅仅 发 生 DNA 甲 基 化 ， 造 成 目标 序列 失 
活 ， 但 不 发 生 突变 (Rossignol and Faugeron 1994). 


| | 
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图 6-12 由 RIP 导致 的 突变 以 及 八 个 am 等 位 基因 中 的 甲 基 化 状态 
垂直 线 代 表 突变 。 黑 色 等 位 基因 不 被 甲 基 化 。 蓝 色 的 等 位 基因 最 初 是 甲 基 化 的 ， 但 是 通过 5-azacytidine 诱 
导 、 克 隆 或 者 基因 替换 失去 甲 基 化 后 ， 不 能 被 从 头 甲 基 化 。 红色 等 位 基因 不 但 最 初 是 甲 基 化 的 ， 而 且 也 可 
以 局 动 从 头 甲 基 化 ( 引 自 Singer et al. 1995)。 


2.3 研究 RIP 的 遗迹 有 助 于 了 解 DNA 甲 基 化 的 调控 
非 经 典 的 维持 性 甲 基 化 


一 个 单独 的 DNA 甲 基 转移 酶 DIM-2 负责 所 有 检测 到 的 DNA 甲 基 化 ， 这 和 当初 在 
链 抱 霉 中 发 现 非 对称 位 点 的 甲 基 化 一 样 邻 人 吃惊 ， 因 为 此 前 没有 一 个 被 鉴定 的 DMT 能 
够 甲 基 化 多 种 上 下 文 序列 中 的 胞 喀 啶 。 一 个 显而易见 的 重要 问题 是 ， 是 否 非 对 称 位 点 的 
甲 基 化 能 反映 出 某 种 特定 序列 有 诱导 从 头 甲 基 化 的 潜能 ?早期 转化 试验 支持 了 这 种 可 能 
性 ， 被 去 掉 甲 基 化 的 序列 (如 通过 克隆 ) 被 转 人 营养 细胞 后 重新 获得 了 正常 的 甲 基 化 水 - 
平 。 但 当 检 测 由 RIP 产生 的 八 个 om 基因 等 位 基因 诱导 从 头 甲 基 化 的 能 力 时 ， 问 题 随 之 
MÆ (Singer et al. 1995) 。 那 些 含有 较 少 突变 的 RIP 产物 (图 6-12, am®?? 和 am®* ) 
设 有 袜 从 头 甲 基 化 ， 即 便 是 在 其 正常 所 在 的 基因 组 ， 这 说 明 我 们 观察 到 的 甲 基 化 是 先 建 
立 的 甲 基 化 的 传播 。 重 要 的 是 ， 正 如 在 链 孢 竹中 发 现 的 其 他 甲 基 化 一 样 ， 他 们 的 甲 基 化 
并 不 限于 对 称 的 位 点 ， 也 不 显著 的 随时 间 草 延 ， 并 且 是 “ 异 质 的 ”， 即 在 一 个 克隆 细胞 
群 中 甲 基 化 残 基 的 模式 并 不 是 均一 的 。 因 此 ， 尽 管 依赖 于 先前 在 有 性 生殖 阶段 建立 的 甲 
基 化 《可 能 来 自 RIP), 但 是 这 些 甲 基 化 并 不 由 最 初 甲 基 化 继承 模型 中 预想 的 “维持 性 
甲 基 化 酶 ”来 完成 。 值 得 注意 的 是 Ascobolus 中 的 MIP 也 会 导致 非 均一 的 甲 基 化 ， 这 在 
真菌 中 提供 了 DNA 甲 基 化 传播 的 第 一 个 证 据 (Rossignol and Faugeron 1994), HE 
进行 维持 性 甲 基 化 的 能 力 被 实验 证 实 (Selker et al，2002) 。 有 趣 的 是 ， 甲 基 化 的 传播 


第 6 章 ， 表 观 遗 传 学 研究 的 真菌 模型 ， 裂 殖 酵 母 和 链 隐 区 


锌 发 现 是 序列 专 一 性 的 〈 即 ， 它 并 不 针对 所 有 的 序列 )， 这 为 维持 性 甲 基 化 概念 添加 了 
一 个 新 的 方面 。 虽 然 猜想 了 一 系列 能 够 导致 DNA 甲 基 化 传播 的 潜在 方案 ， 但 是 在 链 犯 
霉 中 ， 实 际 的 机 制 仍然 未 知 。 原 则 上 ， 非 对 称 位 点 甲 基 化 的 维持 可 以 依赖 于 邻近 的 对 称 
位 点 甲 基 化 ， 但 是 观察 到 包括 CpG 位 点 的 非 均一 性 甲 基 化 ， 使 这 种 推测 显得 不 太 可 能 。 
涉及 甲 基 化 DNA 结合 蛋白 的 反馈 机 制 可 以 产生 预 甲 基 化 依赖 性 的 甲 基 化 ， 即 ， 维 持 性 
年 基 化 。 如 下 文 讨论 的 ， 链 孢 霉 和 其 他 生物 体 中 的 发 现 表 明 组 蛋白 修饰 调控 了 DNA 甲 
基 化 ， 提 出 了 组 蛋白 在 甲 基 化 维持 中 起 作用 的 可 能 性 。 


DNA 甲 基 化 涉及 组 蛋白 


24 ATE DNA 甲 基 化 中 的 作用 的 第 一 个 线索 来 自 以 下 发 现 ， 用 组 蛋白 去 乙酸 化 酶 
抑制 剂 TSA 处 理 链 孢 考 会 降低 某 些 染色 质 区 域 的 甲 基 化 水 平 《Selker 1998). TSA 引 
起 的 去 甲 基 化 的 选择 性 可 能 反映 了 对 组 蛋白 乙酰 转移 酶 的 不 同 接近 程度 ， 但 是 这 没有 被 
完全 证 实 (Selker et al. 2002), dinrd 突变 体 中 DNA 甲 基 化 ， 如 dim? 中 一 样 ， 被 完 
全 丢失 ， 这 无 疑 证 明了 染色 质 和 DNA 甲 基 化 之 间 的 关系 。SET 结构 域 蛋 白 DIM-5 被 
发 现 是 专 一 性 催化 H3K9 三 甲 基 化 的 甲 基 转移 酶 (Tamaru and Selker 2001; Tamaru et 
al，2003)。 有 两 个 证 据 可 以 证 明 组 蛋白 H3 是 DIM-5 的 底 物 : DH3 第 九 位 赖 氮 酸 被 别 
的 氨基 酸 取 代 引 起 DNA 甲 基 化 的 丢失 ; @H3K9 三 甲 基 化 被 发 现 专 一 性 的 存在 于 甲 基 
化 的 染色 质 区 域 。 

组 和 蛋 日 甲 基 化 可 以 调控 DNA FASE (EDERE A) 提出 了 两 个 重要 的 
问题 外 什么 告诉 DIM-5 去 甲 基 化 哪个 核 小 体 ? 四 什么 阅读 三 甲 基 化 标记 然后 把 信息 
传 给 DMT, DIM-2? 调控 DIM-5 的 因子 还 没有 被 确认 ， 但 有 很 强 的 证 据 表 明 其 可 被 一 
个 或 多 个 识别 RIP 产物 的 蛋白 调控 ， 也 被 其 催化 位 点 周围 氨基 酸 残 基 的 修饰 水 平 调控 
(Selker et al，2002) 。 后 者 使 DIM-5 能 够 整合 该 特定 区 域 DNA 是 否 应 该 被 甲 基 化 的 信 
息 ， 这 也 为 TSA 阻止 某 些 区 域 的 DNA 甲 基 化 提供 了 一 个 可 能 的 解释 。 

其 他 系统 的 研究 结果 导致 发 现 了 在 链 孢 霉 中 是 什么 来 阅读 H3K9 三 甲 基 化 标记 。 
一 个 最 早 在 果 蝇 中 发 现 的 蛋白 HPl1〈 见 第 5 章 ) 可 以 在 体外 和 甲 基 化 的 H3K9 结合 ， 
这 促使 了 在 链 孢 竹中 寻找 HP] 的 同 源 基 因 。 一 个 可 能 的 同 源 基因 已 经 被 找到 ， 并 且 通 
过 基因 敲 除 来 证 明 它 是 否 参 与 DNA 甲 基 化 (Freitag et al，2004a) 。 事 实 上 这 个 叫 hpo 
(HPone) 的 基因 的 确 为 DNA 甲 基 化 所 必需 。 为 了 研究 链 孢 老 中 的 HP1 是 否 阅读 
DIM-5 产生 的 标记 ， 在 野生 型 菌株 和 dims 突 恋 的 菌株 中 检测 它 的 亚 细 胞 定位 。 在 时 
生 型 中 ，HP1-GFP 定位 在 异 染 色 质 位 点 ， 但 是 这 种 定位 在 dined 突变 体 中 消失 ， 这 证 
AA HP1 是 被 DIM-5 催化 的 三 甲 基 化 标记 所 招募 的 。 

裂 殖 酵母 中 RNA Fi (RNA) 在 异 染 色 质 形成 和 维持 中 起 重要 作用 ， 这 让 人 有 思 
HEARE P RNAI 机 制 是 否 参 与 JP]1 定位 和 DNA 甲 基 化 。 一 些 参与 RNAi 的 基因 在 
ete Tel Be 4h [a] RSE (Borkovich et al，2004) 。 对 三 个 RNA 依赖 的 RNA 聚合 酶 基因 、 
Dicer 基因 和 其 他 推测 的 RNAi 基因 的 突变 体 的 研究 并 不 能 证 明 在 链 孢 考 中 RNAi 参与 
H3K9 Fah, RGA RA DNA 甲 基 化 (Chicas et al. 2004; Freitag et al. 
2004c), (Ad, WF rk, EME RNAi 至 少 参与 了 另 两 种 表 观 遗传 学 沉默 机 制 ， 


FREE 
平抑 和 减 数 分 裂 沉默 。 
2.4 平抑 


在 链 孢 霉 转化 技术 建立 起 来 后 ， 一 些 实验 室 的 研究 人 员 注 意 到 相当 一 部 分 〈 如 
30%) 转化 株 中 转 人 的 基因 会 发 生 沉默 ， 更 令 人 吃惊 的 是 ， 和 转 人 基因 序列 同 源 的 基因 
也 会 发 生 沉默 。Macino 实验 室 命名 无 性 生殖 阶段 的 沉默 为 “平抑 ” (图 6-13) ， 该 实验 
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图 6-13 平抑 
为 简单 起 见 ， 图 中 仅仅 表示 出 七 条 染色 体 中 的 两 条 (灰色 的 加 代表 核 ， 其 中 直线 代表 染色 体 )。 上 方 
染色 体 中 的 深 枚 色 长 方形 表示 内 源 的 albino 基因 (al)， 另 一 个 ( 深 检 色 或 黄色 ) BBRBBAKFR 
位 的 al 序列。 如 图 所 示 ， 既 然 转化 的 细胞 一 般 是 多 核 的 ， 那 么 转化 株 也 就 一 般 是 异 核 体 。 不 论 转化 
的 DNA 是 否 包 含 完整 的 编码 区 ， 在 一 些 转 化 株 中 它 可 以 通过 一 种 未 知 的 反 式 作 用 因子 《从 用 黄色 和 矩 
形 表示 的 转化 基因 上 发 散 出 的 红线 ) 来 沉默 EMO 被 转化 和 未 被 转化 的 核 中 的 天 然 al 基因 ， 结 
果 是 在 某 些 转 化 株 中 出 现 浅 色 或 albino Whi (AD) 的 组 织 。 
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室 到 目前 为 止 在 这 方面 做 出 最 多 贡献 (Pickford et al. 2002), 平抑 被 认为 类 似 于 植物 中 
的 共 抑 制 和 转录 后 基因 沉默 (PTGS)， 可 视 化 的 标记 基因 (如 编码 参与 类 胡萝卜 素 生 
物 合成 的 白化 基因 alibino〉 的 平抑 最 为 清晰 可 见 。 有 趣 的 是 ， 基 因 对 平抑 的 敏感 性 是 不 
同 的 。 对 于 那些 敏感 的 基因 ， 平 抑 更 容易 发 生 于 那些 带 有 多 个 拷贝 并 且 紧 密 排列 的 转化 
DNA 的 转化 株 中 。 在 链 孢 霉 的 菌 丝 中 ， 核 是 自由 流动 的 ， 异 型 核 细 胞 中 遗传 上 不 同 的 
核 存 在 于 同一 细胞 质 中 。 很 容易 证 明 平 抑 是 “ 显 性 的 >; 例如 ， 转 人 的 核 可 以 使 周围 核 
中 的 同 源 序列 沉默 (Cogoni et al. 1996)。 这 暗示 细胞 质 中 存在 沉默 因子 ， 或许 是 某 种 
RNA。 有 证 据 文 持 这 种 可 能 性 ， 对 参与 平抑 的 基因 的 确认 揭示 出 平抑 和 其 他 系统 中 发 
PRAY RNAi 有 很 大 关系 (Pickford et al，2002) 。 具 体 涉 及 的 基因 有 qdel. qde2. qde 
3, dcl Midcl-2, 4H) Fats— RNA 依赖 的 RNA 聚合 酶 、 一 个 被 认为 参与 小 干扰 
RNA (siRNA) 引 导 的 RNA HHH “Argonaute” EA (Baumberger and Baulcombe 
2005) 、 一 个 推测 的 类 RecQ 的 DNA peny (qde-3) 和 两 个 “Dicer” (被 认为 参与 
siRNA 的 产生 ) (Catalanotto et al. 2004) 。 虽 然 缺 乏 关 键 的 细节 ， 但 是 正在 完善 中 的 模 
型 是 : 在 某 种 情况 下 ， 转 人 的 DNA 产生 了 非 正 常 的 转录 物 ， 以 某 种 方式 局 动 了 RNAI 
机 器 ， 导 致 同 源 mRNA 的 降解 。 虽 然 转 人 的 DNA 经 常 发生 甲 基 化 ， 但 是 平抑 的 发 生 
既 不 需要 DNA 甲 基 化 酶 DIM-2 也 不 需要 H3K9 甲 基 转移 酶 DIM-5 (Cogoni et al. 
1996; Chicas et al. 2005), 


2.5 非 配对 DNA SBA eA RME 


MSUD 是 由 Metzenberg 及 其 同事 (Aramayo and Metzenberg 1996; shiu et al. 
2001; shiu and Metzenberg 2002) 在 研究 一 个 奇怪 现象 ( 子 守 孢子 成 熟 相 关 的 Asml 
基因 的 缺失 突变 在 功能 上 是 显 性 的 ) 时 发 现 的 ， 它 是 最 晚 被 加 入 链 孢 考 沉 默 机 制 列 表 中 
的 。 图 6-14 所 示 的 一 系列 完美 的 实验 得 出 了 以 下 结论 : 减 数 分 裂 前 期 非 配对 的 序列 会 
引起 相同 或 近似 相同 的 序列 的 沉默 。Aswr] 的 缺失 是 显 性 的 ， 对 此 可 能 的 解释 是 剩 下 的 
一 个 基因 不 能 产生 足够 的 基因 产物 ， 但 是 又 发 现 一 个 异 位 的 Asml 基因 并 不 能 补救 缺 
陷 的 表 型 (A 6-14c)。 相 反 ， 如 果 序 列 以 配对 的 方式 存在 的 话 ， 只 要 一 个 有 功能 的 拷贝 
就 能 在 减 数 分 裂 中 发 挥 作用 ， 例 如 ， 当 它 的 另 一 个 等 位 基因 含有 罕 变 从 而 不 能 产生 有 功 
能 的 产物 时 (图 6-14d) 。 天 然 的 两 个 等 位 基因 都 被 缺失 ， 但 是 存在 配对 的 异 位 等 位 基 
因 时 ， 可 以 检测 到 蛋白 的 正常 表达 ， 这 表明 基因 缺失 本 身 并 不 造成 破坏 而 异 位 的 基因 是 
可 以 发 挥 作用 的 (图 6-14e) 。 在 可 以 进行 DNA 甲 基 化 的 菌株 中 ， 经 过 RIP 作用 的 等 位 
基因 可 以 引起 MSUD, 在 dim2 突变 的 菌株 中 ，` 则 不 能 ， 这 说 明 这 些 等 位 基因 中 高 频 
率 的 DNA 甲 基 化 会 阻止 配对 (比较 图 6-14 中 d Af) (Pratt et al. 2004). (偶然 的 ， 
这 个 发 现 为 DIM-2 在 链 孢 考 有 性 生殖 阶段 也 发 挥 作用 提供 了 第 一 个 证 据 ) RIP 造成 的 
高 密度 突变 的 等 位 基因 被 发 现 和 缺失 一 样 是 显 性 的 (图 6-14g) (Shiu et al. 2001; Shiu 
and Metzenberg 2002; Pratt et al. 2004),, 这 符合 他 们 无 法 和 野生 型 等 位 基因 配对 的 猜 
W. ATARA MSUD 是 由 于 不 存在 配对 的 等 位 基因 还 是 由 于 存在 不 配对 的 等 位 基因 ， 
研究 人 员 分 析 了 一 个 杂交 菌株 ， 其 减 数 分 裂 的 核 会 含有 一 个 基因 的 三 个 拷贝 ， 两 个 野生 
型 等 位 基因 〈 配 对 的 ) ， 一 个 异 位 的 拷贝 〈 非 配对 的 )。 沉 默 被 观察 到 ， 这 说 明 MSUD 
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图 6-14” 非 配对 DNA 导致 的 减 数 分 裂 沉默 | 
Hy Metzenberg 和 Aramayo 实验 室 (Aramayo and Metzenberg 1996; Shiu et al. 2001) 设计 的 检测 方 
法 ， 此 现象 也 是 在 这 些 实验 室 被 确认 的 。 这 里 仅 表示 出 七 条 染色 体 中 的 两 条 ， 怎 形 框 表示 一 个 一 般 在 
有 丝 分 裂 中 起 作用 的 基因 。 竖 线 表示 突变 ， 红 色 表 示 DNA 甲 基 人 化。 缺口 表示 基因 人 缺失。 


是 由 非 配 对 的 等 位 基因 引起 的 ， 而 不 是 由 于 不 存在 配对 的 等 位 基因 (图 6-14h) 。 在 含 
有 编码 带 GFP 标签 的 蛋白 的 基因 的 杂 合 子 中 ， 能 在 细胞 水 平 上 观察 到 MSUD， 如 图 6- 
15 所 示 。 

通过 寻找 MSUD 缺陷 的 突变 体 ， 发 现 了 很 多 MSUD 机 器 的 成 员 。 在 asm-1 不 配对 
的 情况 下 ， 筛 选 能 通过 杂交 的 突变 体 ， 发 现 了 sad-1 (子囊 显 性 抑制 因子 ) ， 其 编码 一 
个 RdRP (Shiu et al. 2001), XHEP, MSUD 和 平抑 相关 ， 也 和 RNAI 有 
关 。 有 趣 的 是 ， 据 预测 链 抱 霉 的 基因 组 编码 三 个 RdRP (一 个 在 平抑 中 需要 ， 一 个 在 
MSUD 中 需要 ， 一 个 功能 未 知 ) 和 两 个 类 Dicer 蛋白 。 了 解 MSUD 的 具体 机 制 令 人 着 迷 。 
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BEB BT HRs 如 果 一 个 基因 发 生 扩 增 的 时 候 可 以 引起 不 育 ， 而 在 能 够 阻止 
MSUD 的 突变 体 中 这 种 不 育 表 型 能 够 恢复 ， 那么 基本 可 以 预测 这 个 基因 在 城 数 分 虱 中 
起 重要 作用 。 

除了 假设 在 进化 中 起 作用 ， 以 及 在 实验 室 被 利用 之 外 ， RIP, 平抑 和 MSUD 或 许 
在 其 他 方面 也 发 挥 作用 。 例 如 ， 完 整 的 生育 力 需要 Sad-1 ， 所 以 可 以 认为 减 数 分 裂 也 直 
接 或 者 间接 的 需要 MSUD (Shiu and Metzenberg 2002), RIP 是 非 必需 的 ， 但 是 RIP = 
物 在 链 孢 霉 基因 组 中 的 分 布 证 明 这 些 被 废弃 的 转 座 子 可 以 作为 动 粒 装配 的 基础 ， 就 像 裂 
殖 酵 母 和 其 他 生物 体 中 的 重复 序列 一 样 。 染 色 体 7 的 DNA 序列 分 析 表 明 链 孢 霉 着 丝 粒 
周围 的 序列 主要 含有 被 RIP 严重 突变 的 转 座 子 的 遗迹 (图 6-16) 。 在 链 孢 霉 端 粒 周围 也 
发 现 了 RIP 遗迹 。 有 趣 的 是 ， 在 其 他 生物 体 异 染色 质 中 也 发 现 了 转 座 子 和 转 座 子 遗 迹 ， 
如 果 蝇 第 5 章 )、 哺 乳 动物 (第 17 章 )、 植 物 第 9 章 ) 和 其 他 的 真菌 。 
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图 6-16 AE 7 号 染色 体 区 的 组 织 结构 

Æ Á genomic sequence release 7.0(http;//www. broad, mit. edu/annotation/fungi/neurospora _ crass _ 7/index. 
html) AY be RARE RE 249, 255, 21, PRS 10 BERRA 400kb 序列 ， 所 有 序列 均 已 被 拼接 在 一 起 ， 拼 接 序列 
以 200bp 为 单位 进行 “RIP 指数 ”分 析 (TpA/ApT OE] and CpA 十 TpG/ApC 十 GpT [红色 ]) (Galagan et al. 
2003; Selker et al, 2003; Galagan and Selker 2004) 。 在 包围 着 丝 粒 的 标记 (用 遗传 学 方法 被 定位 ) Zi, RM 
一 个 约 360kb 的 区 域 含有 高 密度 的 被 RIP 失 活 的 转 座 子 元 件 〈 逆 转 座 子 遗 迹 用 蓝 色 表示 ，DNA 转 座 子 用 紫色 表 
示 )。 这 个 约 1. 5Mb 的 连接 片段 中 有 383 个 被 注释 的 基因 〈 线 上 和 线 下 表示 基因 的 相反 的 定向 )， 其 中 仅 20 个 预 
测 的 短 基因 存在 于 预测 的 着 丝 粒 区 域 。 这些 又 连 群 间 的 序列 空 阶 大 小 未 知 〈 在 图 中 0. 5466、0. 6956 和 
0. 9085M 的 位 置 )。 


裂 殖 酵母 和 链 孢 霉 已 经 成 为 发 现 和 阐明 表 观 遗传 学 现象 的 强 有 力 的 系统 。 表 观 遗 传 
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学 领域 仍 处 在 发 展 初期 ， 表 观 遗 传 学 机 制 正 逐 步 的 为 人 所 知 。 因 此 ， 不 必 对 我 们 目前 对 表 
观 遗 传 过 程 理解 的 深度 和 广度 表示 惊讶 ， 如 本 章 所 描述 的 ， 不 同 生 物体 中 有 不 同 的 过 程 。 
我 们 还 不 知道 所 描述 的 表 观 遗传 机 制 有 何 种 程度 的 普遍 性 。 例 如 ， 裂 殖 醇 母 等 生物 体 依赖 
RNAi 来 沉默 基因 和 形成 异 染 色 质 ， 然 而 其 他 生物 如 链 孢 竹 却 依赖 DNA 甲 基 化 。 现 在 已 
经 明日 ， 这 两 种 模式 真 核 生 物 既 有 重要 的 不 同 也 有 显著 的 相似 。 他 们 都 利用 组 蛋白 H3K9 
甲 基 化 和 RNAi， 而 这 些 在 酿酒 酵母 中 都 不 存在 。 在 这 三 种 真菌 中 ， 只 有 链 孢 属 有 DNA 
甲 基 化 。 必 外 需要 指出 的 是 ， 同 一 过 程 在 不 同 生 物体 中 可 以 有 不 同 的 功能 。 例 如 ， 在 链 孢 
BP, RNAi 在 平抑 和 减 数 分 裂 沉 默 中 发 挥 作 用 ， 但 不 参与 异 染 色 质 形成 ， 然 而 在 裂 殖 酵 
REP, RNA 参与 异 染色 质 形成 ， 还 没 发 现 其 他 的 作用 。 最 后 需要 注意 的 是 ， 虽 然 有 共同 
护 ， 如 在 裂 殖 酵母 和 链 孢 霉 中 异 染 色 质 都 和 着 丝 粒 有 关 ， 但 也 可 能 存在 重要 的 不 同 。 未 来 
的 一 个 重要 目标 是 发 现 从 一 种 生物 体 中 得 到 的 信息 在 其 他 生物 体 上 的 适用 程度 。 对 包括 列 
殖 酵 母 和 链 孢 霉 在 内 的 不 同 生 物体 表 观 遗传 过 程 的 进一步 研究 ， 会 提供 这 些 信息 。 我 们 预 
期 在 很 多 年 内 丰富 多 样 的 真菌 会 继续 作为 表 观 遗传 研究 的 有 用 的 系统 。 
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“1. 纤毛 动物 ， RA F A Bo A 


纤毛 动物 出 现 于 一 亿 年 前 ， 包 含 一 个 单 演化 系 ， 是 最 早 用 于 遗传 学 研究 的 单 细胞 真 
核 生 物 之 一 (Philippe et al，2000) 。 在 20 世纪 30 年 代 末 期 ， 在 T.M Sonneborn 发 现 
双 小 核 草 履 虫 的 配偶 型 前 (Sonneborn 1937), T. H. Morgan 提出 的 遗传 的 染色 体 理 论 
就 受到 很 多 科学 家 的 质疑 ， 尤 其 是 胚胎 学 家 《历史 详情 参见 第 2 章 )。 胚 胎 学 家 无 法 想 
象 像 基 因 这 样 的 静态 物质 是 如 何 成 为 遗传 的 唯一 基础 ， 他 们 相信 细胞 质 一 定 包含 于 遗传 
的 过 程 中 ， 只 要 协调 基因 的 行为 即 可 〈Harwood 1985) 。 然 而 ， 主 流 的 遗传 学 家 大 量 关 
注 于 基因 的 行为 ，Sonneborn 的 早期 遗传 分 析 表 明 很 多 可 继承 的 特征 的 传递 是 无 法 用 盏 
德尔 定律 完全 解释 的 。 由 于 纤毛 生物 研究 的 特殊 性 ， 在 该 领域 研究 中 发 现 了 第 一 个 细胞 
质 参 与 遗传 的 例子 ， 并 且 仍 将 对 表 观 遗传 的 机 制 提供 新 的 视角 。 

纤毛 生物 最 与 众 不 同 的 特征 之 一 是 其 核 二 型 性 ;每 个 细胞 包含 两 种 核 ， 功 能 和 结构 
都 不 相同 。 二 倍 体 的 小 核 在 无 性 繁殖 中 是 保持 转录 沉默 的 ， 但 是 却 包 含 了 生殖 细胞 的 基 
因 组 。 这 些 核 会 进行 减 数 分 裂 ， 产 生 配子 核 并 依照 孟 德 尔 定律 将 基因 组 传递 给 有 性 后 代 
(图 7-1) 。 相 反 ， 多 倍 体 的 大 核 在 无 性 繁殖 期 负责 基因 的 表达 ， 所 以 它们 决定 细胞 的 表 
型 ， 但 是 在 性 发 育 过程 中 丢失 ， 这 与 人 类 的 体 细胞 性 质 类 似 (图 7-1)。 不 同 物种 中 每 
种 核 的 数目 差异 很 大 。 例 如 ， 双 小 核 草 履 虫 有 两 个 小 核 和 一 个 大 核 ， 而 嗜 热 四 膜 虫 只 有 
一 个 大 核 和 一 个 小 核 。 

大 核 与 小 核 的 分 裂 有 不 同 的 机 制 。 小 核 通过 传统 的 封闭 的 减 数 分 裂 完成 分 裂 。 而 大 
核 则 是 通过 一 种 机 制 尚未 明确 的 无 丝 分 裂 的 方式 完成 分 裂 ， 其 整个 过 程 不 包含 纺锤 丝 的 
形成 ， 也 无 法 观察 到 非 中 心 粒 区 域 染 色 质 的 浓缩 。 合 成 DNA 以 后 ， 大 核 很 简单 地 分 为 
大 致 相同 的 两 半 。 现 在 并 没有 发 现任 何 机 制 表明 大 核 的 染色 体 是 均匀 分 配 到 两 个 子 代 细 
胞 中 去 的 。 相 反 地 ， 似 乎 大 核 的 多 倍 体 状态 〈 四 小 核 草 履 虫 中 800n， 嗜 热 四 膜 虫 中 
45n) 在 无 性 繁殖 的 过 程 中 可 以 避免 致死 基因 的 丢失 。 大 多 的 物种 有 一 定 的 无 性 生活 年 
E A a E 


ERT 





纤毛 动物 是 肉 雄 同体 的 物种 ， 可 以 进行 接合 行为 ， 接 合 是 一 种 包括 两 个 亲本 细胞 相 

受精 (reciprocal fertilization〉 的 配偶 过 程 。 对 于 合适 的 具有 一 定 无 性 史 年 龄 的 成 熟 
全 人生 全 的 可 公公 地 活 省 性 生活 ， 不 相同 的 网 胞 可 配对 起 好 楼 合作 用 。 如 果 没有 
相 容 的 配偶 ， 某 些 物种 就 会 进行 自 交 ， 称 为 自体 受精 〈autogamy)。 在 上 述 两 种 情 次 
中 ， 都 会 保证 核 重组 过 程 的 发 生 ， 从 小 核 的 减 数 分 裂 开 始 。 细 胞 核 行为 的 顺序 在 所 有 的 
物种 中 是 相似 ， 当 然 会 有 一 些 不 同 ， 图 7-1 中 就 阐述 了 四 小 核 草 履 虫 与 哮 热 四 膜 虫 的 核 
行为 CSonnerborn 1975). 

tA) BS SS A a eH A fis TS 
递 。 挑 出 的 细胞 核 进行 一 个 额外 的 分 裂 产 生 两 个 遗传 组 成 上 相同 的 配子 核 。 在 接合 中 ， 
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图 7-1 草 履 虫 ( 左 ) 和 四 膜 虫 A ERA 
(发 育 第 1 阶段 营养 细胞 通过 二 分 裂 方 式 繁殖 ， 在 阶段 2 一 8 有 性 发 育 将 在 两 个 细胞 接合 或 自 核 交 配 后 开始 
ARTEAK). RAR 2 一 3 阶段 ) 小 核减 数 分 裂 末期 选择 单 倍 体 产物 之 一 作为 配子 核 而 其 他 残留 物 将 被 降 
解 。 草 履 虫 亲本 大 核 开 始 呈 分 叶 状 。 (发育 第 4 一 6 阶段 ) 合子 形成 : 被 选择 的 核 再 一 次 分 发 后 产生 两 个 遗传 上 
同样 的 单 倍 体 核 。 接 合 期 间 两 个 同样 的 配子 核 之 一 在 两 配偶 间 交 换 ， 并 且 接 下 来 配子 融合 产生 二 倍 体 合子 核 
(红色 )。 自 交 期 间 ， 两 个 同样 配子 核 简单 地 融合 在 一 起 。 两 次 附加 的 合子 后 分 裂 产 生 未 分 化 的 小 核 和 大 核 。( 发 
育 第 6 一 8 阶段 ) 核 分 化 ; 第 二 次 合子 后 分 裂 后 生成 核 中 的 两 个 成 为 新 的 小 核 ， 而 另外 两 个 开始 分 化 成 为 大 核 
(粉色 )。 在 草 履 虫 ， 母 本 的 大 核 是 碎片 状 的 ， 而 在 四 膜 虫 大 核 呈 纹 状 。 并 且 四 膜 虫 的 新 的 小 核 之 一 被 降解 。( 发 
ER 9 阶段 ) BOW: 最 初 的 无 性 分 裂 是 特别 的 ， 因 为 新 的 大 核 无 需 分 裂 成 为 子 细胞 而 小 核 通 过 有 丝 分裂 分 离 
到 子 代 。 最 终 ， 草 履 虫 亲本 大 核 的 成 分 未 分 裂 ， 而 其 余 的 在 次 第 的 分 裂 间 随机 分 配 直 至 丢失 。 


配偶 的 双方 交换 它们 两 个 单 倍 体 核 中 的 一 个 ， 并 产生 合子 〈 即 两 个 单 倍 体 核 的 融合 ) 并 
在 接合 双方 的 体内 都 产生 了 遗传 上 相同 的 合子 核 〈 发 育 第 3 一 5 阶段 ， 图 7-1) 。 在 自体 
受精 中 ， 一 个 细胞 中 产生 的 两 个 合子 核 再 融合 产生 一 个 二 倍 同 源 基因 组 的 整体 。 在 两 种 
情况 中 ， 产 生 的 双 倍 基因 组 体 〈 第 五 阶段 ) 分 裂 两 次 以 上 ， 四 个 子 细胞 分 化 命运 不 同 : 
两 个 变 成 新 的 小 核 另 两 个 变 成 新 的 大 核 〈 第 6、7 阶段 )。 核 发 育 完成 以 后 ， 会 产生 两 种 
情况 ， 第 一 个 是 两 个 新 的 小 核 都 在 新 的 无 性 系 中 保留 ， 就 如 同 四 小 核 草 履 虫 一 样 ; 第 二 
个 则 是 两 个 中 的 一 个 降解 ， 就 像 在 暑热 四 膜 虫 那样 。 在 两 种 物种 中 ， 两 个 新 的 大 核 在 第 
一 次 细胞 分 裂 时 不 分 裂 ， 而 是 均匀 地 分 配 到 两 个 子 细胞 中 (发 育 第 9 me 它们 在 第 
二 次 无 性 分 裂 时 才 开 始 分 裂 。 

当 亲 本 的 小 核 产 生 下 一 代 新 的 大 核 和 小 核 时 ， 亲 本 的 大 核 却 丢 失 了 。 在 四 小 核 草 履 
虫 中 ， 大 核 断 裂 成 为 30 个 片段 以 快速 阻止 DNA 复制 的 发 生 ， 尽 管 在 新 大 核 分 化 的 整 
个 过 程 中 ， 原 来 大 核 的 转录 依然 活跃 。 当 无 性 生活 时 重新 开始 时 ， 那 些 碎 片 会 毫 无 保留 
地 随机 分 配 到 子 代 的 细胞 中 。 (发 育 第 9 阶段 ) 在 嗜 热 四 膜 虫 中 ， 亲 本 的 大 核 不 会 断裂 ， 
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但 是 会 发 生 固 缩 然 后 在 第 一 次 无 性 分 裂 前 降解 ， 其 机 制 类 似 细胞 壮 人 亡 〈David et al. 
1992) (发 育 第 7、8 阶段 ) . 





: I © 3 Hee ye Me ea 
双核 小 草 履 虫 的 接合 行为 的 生物 学 很 适宜 观察 与 细胞 质 效应 相关 的 表 观 遗传 现象 。 
当 相 互 受精 产生 遗传 上 相同 的 合子 核 时 ， 细 胞 质 部 分 几乎 没有 发 生 什 么 交换 ， 于 是 可 以 
很 有 效 地 将 核 基 因 的 行为 与 环境 的 因素 也 就 是 母 细 胞 的 细胞 质 区 分 开 来 (图 7-2)。 每 
次 遗传 杂交 等 同 于 对 不 同 母 亲 产 生 的 具有 相同 基因 组 的 “双胞胎 ”的 研究 。Sonneborn 
的 研究 表明 两 个 亲本 细胞 之 间 不 同 的 表 型 可 以 在 其 对 应 的 后 代 中 得 以 维持 ， 即 使 这 两 个 
后 代 具 有 相同 的 基因 型 。 在 一 些 例子 中 ， 表 型 的 区 别 后 来 被 发 现 取 决 于 核 外 基因 也 就 说 
不 能 归 和 人 表 观 遗传 现象 的 范畴 。 例 如 ， 双 核 小 草 履 虫 有 一 类 killer 品系 ， 具 有 致死 的 性 
质 是 因为 栖息 在 胞 质 中 的 红 细 菌 种 生物 与 其 形成 内 共生 关系 ， 红 细菌 会 释放 一 种 毒素 杀 
死 敏感 的 品系 (综述 见 Preer et al. 1974; Pond et al. 1989) 。 其 他 的 例子 ， 例 如 血清 型 
的 母系 遗传 ， 血 清 型 决定 于 几 种 平行 同 源 的 表面 抗原 基因 中 的 一 种 的 表达 ， 是 胞 质 因素 
对 基因 活性 产生 影响 的 很 好 的 例子 。 


a. 一 对 等 位 基因 的 孟 德尔 遗传 b， 接 合 型 的 母系 遗传 





图 7-2 孟 德 尔 规律 对 胞 质 遗 传 
(a) 接合 和 自体 受精 揭示 了 两 个 草 履 虫 细胞 间 的 交配 ， 其 中 每 一 个 纯 合 子 有 不 同 的 等 位 基因 Mm, 
接合 过 程 涉及 两 个 样 同 配子 核 之 一 的 相互 交换 。Fi 有 着 相同 的 杂 合子 基因 型 个 体 。 自 体 受 精 是 一 个 目 
身受 孕 的 过 程 ， 能 在 仅 为 一 次 有 性 传代 的 过 程 中 产生 完整 的 纯 合 子 基因 型 ， 例 如 Fz 的 这 些 个 体 有 50% 
的 机 会 成 为 M/M 或 m/m 基因 型 。(b) Fi 克隆 间 的 表 型 差异 揭示 了 胞 质 遗传 特征 。 草 懂 虫 配偶 类 型 
(ORE) 在 全 能 生殖 细胞 小 核 〈 小 环 ) 转化 而 来 的 体 细胞 大 核 〈 大 环 ) 发 育 期 间 被 不 可 逆 性 地 决定 ， 
然而 ， 亲 本 大 核 指导 每 个 接合 后 个 体 朝向 维持 现存 接合 型 分 化 。 
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如 同 血 清 型 一 样 ， 四 核 小 草 履 虫 另 两 种 配偶 型 ， 称 为 O 型 和 下 型 ， 这 两 种 配偶 型 
便 体 现 出 胞 质 模式 的 继承 特性 。O 和 下 的 形状 是 终极 分 化 的 表 型 ， 决 定 于 从 全 能 干 细 
胞 衍生 出 的 体 细胞 大 核 的 发 育 。 在 接合 作用 以 后 ， 从 O 型 亲本 无 性 产生 的 后 代 几 乎 总 
是 与 O 型 配对 ， 而 从 下 型 亲本 无 性 产生 的 后 代 总 是 与 玉 型 配对 ， 尽 管 两 种 接合 后 个 体 
是 从 完全 相同 的 合子 基因 组 发 育 而 来 (图 7-2b)。 另 外 ， 当 两 个 接合 细胞 间 形 成 较 大 的 
胞 质 桥 ， 胞 质 之 间 就 可 以 进行 很 大 规模 的 交换 ， 那 么 两 个 亲本 的 后 代 通 常 都 会 发 育成 下 
型 (Sonneborn 1977) 。 因 此 ， 肯 定 存 在 一 种 胞 质 因 子 指导 E 型 的 发 育 。 

就 像 下 面 介绍 的 那样 ， 生 殖 细胞 基因 组 在 大 核发 育 阶 段 进行 大 规模 的 DNA EH, 
尽管 现在 没有 确认 决定 配偶 型 的 基因 ， 但 是 一 种 影响 配偶 型 决定 的 孟 德尔 式 突变 体 被 验 
证 会 在 其 他 的 位 点 干扰 基因 组 的 重 排 (Mayer and Keller 1996), 如 果 受 调控 的 基因 组 
重 排 可 以 决定 配偶 型 ， 那么 决定 型 的 胞 质 因 子 应 该 可 以 指导 配偶 型 决定 基因 的 另 一 
MET, 使 得 该 基因 在 大 核 中 的 形式 是 E 型 所 特有 的 。 在 接合 作用 发 生 时 ， 这 种 形式 
也 势必 产生 决定 下 的 胞 质 因 子 ， 这 种 因子 是 随后 的 继承 性 所 必需 的 。 就 像 在 第 10 节 中 
提 到 的 ， 不 同 的 重 排 模式 可 以 从 母系 的 大 核 遗 传 给 合子 的 大 核 ， 这 似乎 是 一 种 由 RNA 
分 子 介 导 的 反 式 作 用 的 核 效 应 ， 是 同 源 依赖 性 的 。 因 此 ， 决 定 非 孟 德尔 遗传 的 胞 质 因子 
似乎 是 一 种 RNA 分 子 ， 它 可 以 调控 配偶 型 决定 基因 的 发 育 “突变 ”。 


es 


对 细胞 皮层 复杂 结构 的 研究 表明 了 另 一 种 非 孟 德尔 遗传 的 形式 。 草 履 虫 细胞 由 大 约 
4000 条 纤毛 覆盖 ， 固 定 间隔 纵向 排列 (图 7-3a) 。 每 根 纤 毛 都 根植 于 一 个 基体 (basal 
body or kinetosome) ， 基 体 具 有 很 复杂 的 结构 ， 前 后 左右 都 不 对 称 。 当 细胞 分 裂 时 ， 基 
体 的 复制 是 受到 纤毛 单位 的 严格 限制 的 ， 因 而 新 的 基体 和 原来 保持 一 样 的 方向 (图 7-3b) 。 
然而 ， 如 采 将 一 小 块 相反 极 性 的 细胞 皮质 嫁接 到 细胞 上 ， 当 基体 复制 时 会 最 终 形成 完全 
逆转 的 纤毛 行 〈 图 7-3c) 。 这 前 后 的 逆转 在 无 性 繁殖 时 会 传递 给 不 定数 目的 后 代 ， 在 接 
合作 用 发 生 时 也 会 通过 母系 影响 遗传 给 后 代 (Beisson and Sonnerborn 1965) 。 

这 些 嫁接 实验 表明 决定 这 类 结构 差异 继承 的 不 是 基因 ， 也 表明 了 现 有 的 结构 对 于 新 
结构 的 正确 组 装具 有 很 重要 的 功能 〈Beisson and Wright 2003) 。 中 心 体 的 方向 性 复制 、 
锥 体 虫 细胞 分 裂 时 鞠 毛 形状 的 遗传 就 是 很 典型 的 代表 CMoreira-Leite et al. 2001), fit 
病毒 进一步 验证 了 存在 具有 自我 繁殖 功能 的 蛋白 形成 ， 这 些 蛋 白 很 可 能 是 酵母 和 哺乳 动 
物 中 胞 质 继承 的 主要 因素 (Shorter and Lindquist 2005)。 其 至 ， 真 核 生物 染色 体 的 中 
心 粒 的 行为 都 很 类 似 可 以 自我 复制 的 蛋白 复合 体 ， 该 复合 体 定位 于 DNA 上 ， 却 不 由 
DNA 来 决定 (Cleveland et al. 2003; 见 第 14 章 )。 这 些 表 观 遗传 现象 告诉 我 们 不 是 所 
有 的 细胞 内 结构 都 可 以 通过 基因 上 的 信息 重新 组 装 的 。 从 更 广泛 的 意义 上 说 ，DNA 自 
吴 的 复制 是 一 种 结构 继承 的 例子 ， 但 是 基因 组 显然 不 是 唯一 的 分 裂 细 胞 需要 复制 的 结 
构 。 因 此 ， 表 观 遗 传 性 的 结构 继承 可 以 被 视 为 是 生命 基础 的 机 制 之 一 。 
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图 7-3 草 履 虫 皮 层 单元 极 性 的 结构 继承 
(a) 基底 小 体 和 纤毛 根 的 免疫 标记 揭示 了 野生 型 细胞 皮层 成 行 平 行 排列 组 织 结构 的 规律 。 图 示 为 腹面 〈 左 
侧 ) 和 背面 〈 右 侧 ) W. O 细胞 的 背面 观 展示 了 由 于 少数 皮层 单元 行 的 前 后 极 性 反 转 而 造成 的 规律 结构 的 
厂 坏 。 基 底 小 体 免 疫 标 记 为 红色 ， 纤 毛根 为 绿色 。(c) 一 片 皮层 的 扩大 图 片 显示 纤毛 根 的 反 转 方向 ， 反 转行 
I 相 对 于 对 照 行 N。(〈d) 基底 小 体 CRD) 生长 期 间 复制 的 示意 图 ; 右边 为 朝 前 方向 的 纤毛 小 根 CRE) 和 
两 个 微小 管 环 。 复 制 以 固定 的 几何 排列 形状 发 生 : 即 每 个 新 的 基底 小 体 被 放置 于 亲本 的 前 方 以 确保 相同 的 极 
性 。(e) 每 行 基底 小 体 的 重复 复制 不 确定 地 维持 均匀 的 走向 〈 照 片 经 Janine Beisson 许可 ) 。 






表 观 遗传 学 中 一 个 基本 概念 是 个 体 中 一 段 DNA 序列 的 不 同 拷贝 可 以 呈现 不 同 的 活 
性 ， 并 且 这 种 不 同 的 状态 可 以 得 到 稳定 保持 。 纤 毛 生 物 的 核 二 型 性 就 是 自然 界 中 存在 于 
同一 个 细胞 质 中 的 同 源 序列 却 呈 现 相 反 活 性 状态 的 例证 。 大 核 是 转录 活跃 状态 的 代表 ， 
而 小 核 则 代表 了 抑制 或 沉默 状态 〈 图 7-4) 。 早 期 的 生化 和 免疫 组 化 研究 ， 主 要 是 在 四 
膜 虫 中 致力 于 比较 这 些 不 同 核 在 无 性 细胞 和 有 性 发 育 阶 段 的 不 同性 质 ， 和 希望 能 够 发 现 是 
什么 决定 了 这 些 不 同 的 活性 状态 ， 尤 其 是 在 染色 质 结 构 的 水 平 。 


5.1 大 核 与 小 核 组 蛋白 的 分 离 表明 了 不 同 组 蛋白 的 不 同 功能 
通过 分 离 四 膜 虫 中 大 核 和 小 核 的 组 和 蛋白， 导致 了 特异 的 组 蛋白 变 体 的 发 现 。 组 蛋 日 
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特征 组 蛋白 组 成 染色 质 修饰 





- H2A, H2B, HS, H4 
emac ei 







他 ee = ~H3K4me > 
hvi (H2AZ = (H2A,H2B,H3,H4)ac 


hv2 (H3.3) Ki : - (H2A, macH1)ph 


图 7-4 纤毛 的 核 二 型 性 
生殖 细胞 的 小 核 ， 发 育 中 的 大 核 以 及 体 细胞 大 核 含有 不 同 的 组 蛋白 组 成 及 修饰 。 图 示 列 出 了 发 
育 体 细胞 基因 组 内 特异 发 生 的 已 知 的 组 蛋白 组 成 及 修饰 。 


变 体 hvl 和 hv2 现在 被 认为 分 别 与 真 核 生物 中 的 H2A.Z 和 H3.3 是 相互 对 应 BY CLS 
13 Æ), hvl 和 hv2 均 存 在 于 大 核 中 ， 表 明 这 些 组 蛋白 变 体 对 于 维持 转录 活性 状态 具有 
很 重要 的 作用 (Allis et al. 1980; Hayashi et al. 1984), Hv2 (H3.3) 变 体 是 持续 表 
达 的 ， 该 性 质 决定 了 其 在 S 期 以 外 会 脱离 染色 质 ， 而 让 它 的 异 构 体 组 蛋白 H3 行使 替代 
作用 (Yu and Gorovsky 1997), 

除了 核心 组 蛋白 变 体 的 不 同 组 成 ， 大 核 和 小 核 包 含 不 同 的 连接 组 蛋白 。 大 核 H1 与 
其 他 真 核 生 物 的 连接 组 蛋白 相 比 具 有 相似 的 氨基 酸 组 成 以 及 生化 特性 ， 但 是 缺乏 中 央 球 
形 结构 域 (Wu et al. 1986; Hayashi et al. 1987) 。 两 种 连接 组 蛋白 的 基因 对 细胞 生存 
均 非 必需 的 。 有趣 的 是 ,将 任何 一 种 连接 组 蛋白 敲 除 ， 会 导致 其 相应 的 核 的 体积 变 大 ， 
提示 连接 组 蛋 日 应 该 在 染色 体 压缩 上 具有 功能 ， 更 可 能 是 稳定 高 级 结构 的 染色 质 状 态 
(Shen et al. 1995), RAEN H1 样 蛋 白 同 时 会 导致 特定 基因 的 表达 变化 ， 表 明 该 连 
接 组 蛋 日 也 参与 了 适当 的 转录 调控 的 维持 (Shen and Gorovsky 1996) 。 


5.2 染色 质 修饰 与 染色 质 的 活性 状态 相关 
乙酰 化 


大 核 中 组 蛋白 的 高 乙酰 化 和 小 核 中 乙酰 化 修饰 的 缺失 提供 证 据 表 明 这 种 转录 后 的 修 
饰 与 基因 活 性 有 重要 的 关联 (Vavra et al，1982) 。20 世纪 90 年 代 中 期 以 前 ， 人 们 没有 
发 现任 何 生物 的 组 蛋白 乙醚 化 酶 ， 直 到 20 世纪 90 Æt, C. David Allis 和 他 的 同事 纯 
化 了 第 一 个 A 型 ( 核 内 的 ) 组 蛋白 乙酰 化 酶 (histone acetyltransferase, HAT) 
(Brownell and Allis 1995; Brownell et al. 1996) 。 这 些 研 究 者 从 高 度 提纯 的 大 核 人 手 ， 
将 这 种 乙醚 化 酶 的 活性 与 B 型 胞 质 的 HAT 活性 分 开 ， 并 实现 使 用 胶 内 系统 纯化 。 在 这 
过 程 中 ， 纯 化 的 组 绰 白 聚合 在 聚 丙烯 酰胺 介质 中 用 于 蛋白 组 分 的 分 离 。 电 泳 以 后 ， 蛋 白 
复 性 并 与 带 放 射 标记 的 乙酰 辅酶 A (acetyl-CoA) 一 起 温 育 ， 发 现 一 条 可 以 将 标记 整合 
人 组 蛋白 基质 的 、 明 显 的 分 子 量 为 55 KD 大 小 的 蛋白 链 。 
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真正 的 突破 产生 于 对 纯化 蛋白 的 测序 以 及 基因 克隆 。 这 个 四 膜 虫 的 HAT 被 发 现 与 
面包 酵母 中 一 个 明确 功能 的 转录 因子 Gcn5 蛋白 同 源 。 在 该 发 现 之 前 ， 转 录 激 活 子 被 认 
为 主要 通过 将 RNA 聚合 酶 募集 到 启动 子 上 来 工作 ， 但 是 这 项 工作 却 表明 转录 激活 子 也 
可 以 具有 酶 的 活性 ， 修 饰 染 色 质 或 者 其 他 的 转录 调控 因子 ， 因 而 改变 目的 基因 的 状态 。 
由 此 ,潘多拉 盒子 被 打开 ， 很 多 已 知 的 调控 因子 被 证 明 是 HAT, 


甲 基 化 


纤毛 动物 的 核 二 型 性 又 一 次 证 明 它 们 在 揭示 组 蛋白 甲 基 化 功能 上 的 优势 。 这 种 修饰 
仅 限于 生长 的 四 膜 虫 细胞 的 大 核 中 (图 7-4), 从 这 些 核 中 纯化 得 到 的 组 蛋白 赖 氨 酸 甲 
基 化 转移 酶 (histone lysine methyl-transferase, HKMT) 的 活性 特异 地 指向 H3 的 第 4 
MRAR 〈H3K4me) ， 为 这 种 特定 的 修饰 和 转录 活性 间 的 联系 提供 了 早期 证 据 〈Strahl 
et al, 1999), 

HEA H3 的 第 9 位 赖 氨 酸 甲 基 化 不 存在 于 无 性 生长 的 细胞 中 ， 但 是 特异 发 生 于 大 
核发 育 时 某 段 特定 的 生殖 细胞 序列 上 ， 而 这 有 段 序 列 是 不 存在 于 体 细 胞 基因 组 的 〈Taver- 
na et al，2002) 。 在 某 些 特定 序列 上 H3K9me APRA) 是 受 发 育 调控 的 ， 该 现象 为 
解释 这 种 修饰 对 于 同等 意义 上 的 异 染 色 质 位 点 提供 了 很 好 的 模型 (详细 描述 见 下 文 )。 


磷酸 化 


从 大 核 、 小 核 中 纯化 得 到 的 带 2P 发 射 性 标记 的 组 蛋白 表明 H3、H2A 和 连接 组 蛋 
白 是 高 度 磷 酸化 的 〈Allis and Gorovsky 1981) 。 大 核 中 H1 很 多 位 点 都 高 度 磷 酸化 ， 而 
且 该 修饰 被 证 明 参 与 特定 基因 转录 的 调控 。 使 用 突变 体 分 析 ，Dou 和 Gorovsky 发 现 这 
种 磷酸 化 的 状态 可 以 通过 在 Hl 上 增加 额外 带电 的 氨基 酸 来 模仿 (Dou and Gorovsky 
2000、2002) 。 带 电 的 氨基 酸 无 需 存 在 于 磷酸 化 的 氨基 酸 对 应 的 位 置 上 ， 但 是 同等 的 效 
应 却 需 要 大 量 的 带电 位 点 。 这 些 研 究 表明 每 个 丝氨酸 的 磷酸 化 是 不 需要 的 ， 但 是 一 定量 
的 电荷 密度 可 以 增强 特定 的 转录 。 

第 10 位 丝氨酸 这 个 单一 位 点 ， 在 组 蛋白 H3 上 的 被 磷酸 化 CH3S10ph) (Wei et 
al. 1998) 。 该 修饰 是 依赖 于 细胞 周期 的 ， 在 很 多 真 核 生 物 中 都 与 有 丝 分 裂 相 关联 。 在 
四 膜 虫 中 ， 它 仅 限 于 小 核 的 有 丝 分 裂 和 减 数 分 裂 中 。 用 Ser10 号 (S10A) MERKA 
酸 蔡 代 的 突变 体 蔡 代 正 常 的 H3 基因 会 导致 小 核 分 裂 的 缺陷 ， 造 成 染色 体 松 弛 以 及 染色 
(AR ARAL (Wei et al. 1999) 。 大 核 无 丝 分裂 却 不 受 影响 。 这 些 结果 表明 H3 的 磷酸 化 
在 染色 体 的 压缩 /分 离 都 有 重要 的 作用 。 纤 毛 动物 独特 的 核 二 型 性 又 一 次 为 染色 质 的 修 
饰 提 供 了 关键 的 注意 点 。 


6. 整个 基因 组 范围 的 重 排 发 生 于 大 核发 育 时 期 
四 核 草 履 虫 与 嗜 热 四 膜 虫 体 细胞 基因 组 (大 核 基因 组 ) 的 序列 显示 了 很 高 的 基因 数 


量 〈 分 别 为 约 40 000 MA 27 000), 但 是 基因 组 很 小 (分 别 为 约 72Mb 和 104Mb) 。 这 
种 基因 组 的 结构 有 利于 高 效 的 基因 表达 (图 3-15， 其 他 真 核 生物 间 的 相互 比较 )。 体 细 
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胞 基因 组 的 这 种 精简 结构 是 由 从 生殖 细胞 来 源 的 染色 质 的 大 量 重 排 形成 的 ， 重 排 发 生 于 
大 核发 育 的 特定 阶段 (综述 见 Prescott 1994; Coyne et al. 1996; Klobutcher and Her- 
rick 1997; Jahn and Klobutcher 2002)。 因 此 ， 生 殖 和 体 细胞 基因 组 的 核 差 异 不 仅 体现 
在 刚刚 提 及 的 建立 不 同 的 染色 质 阶段 ， 还 包括 染色 体 结构 上 的 重新 组 织 (physical reor- 
ganization) 。 

通常 观察 到 的 有 两 种 重 排 形式 ， 是 研究 使 用 的 所 有 纤毛 动物 所 特有 的 ， 内 源 DNA 
缺失 和 染色 体 片 段 化 〈 图 7-5) 。 在 其 他 真 核 动物 中 这 种 现象 也 存在 ， 例 如 哺乳 动物 淋 
巴 细胞 的 VD) 位 点 的 重组 〈 见 第 21 章 ) 。 就 纤毛 动物 这 种 物种 而 言 ， 重 组 事件 会 从 每 
个 新 产生 的 大 核 中 移 除 10% 一 95%% 的 生殖 细胞 基因 组 。 基 本 上 所 有 的 重复 序列 ， 包 括 
转 座 元 件 都 被 移 除了 ， 当 然 这 在 一 定 程度 上 是 因为 大 核 基因 的 高 密度 。 重 排 位 点 的 数目 
在 不 同 物种 中 也 不 同 ， 从 四 膜 虫 的 6000 个 到 腹 毛 目 纤毛 虫 的 大 约 100 000 个 。 整 个 基 
因 组 层面 上 这 种 高 度 调控 和 可 重复 事件 的 发 生 为 我 们 了 解 细 胞 如 何 识别 和 作用 于 特异 
DNA 片段 提供 了 研究 的 机 会 。 对 于 纤毛 动物 DNA 重组 的 研究 为 表 观 遗传 机 制 提供 了 
独特 的 切 和 视角， 尤其 是 与 同 源 依赖 性 过 程 相关 时 。 下 面 对 于 DNA 重组 事件 的 描述 将 
为 后 来 表 观 遗传 调控 的 讨论 提供 足够 的 背景 知识 。 


草 履 虫 : 精确 和 非 精确 移 除 





7-5 纤毛 的 DNA EH 
新 的 大 核发 育 期 间 会 发 生 染 色 质 片段 延伸 及 DNA 消除 。( 上 图 ) 草 履 虫 的 DNA 重 排 包括 TAA IES 
的 精确 消除 〈 编 码 区 [箭头 」 和 非 编码 区 的 有 色 条 ) 以 及 非 精确 消除 〈 橘 黄色 条 )， 后 者 导致 改变 的 
DNA 消除 和 片段 化 (G4T3)。; (下 图 ) 四 膜 虫 大 约 有 6000 个 基因 位 点 发 生 IES (有 色 条 ) 的 精确 消 
除 ， 染 色 质 片段 化 是 一 个 15bp 的 保守 序列 ， 即 染色 体 片 段 化 序列 (CBS) (HB). 


6.1 Wik DNARA: 精确 和 非 精 确 机 制 
精确 缺失 
精确 缺失 〈 基 因 内 内 源 移 除 序列 ) 发 生 于 大 核 染 色 体 所 有 拷贝 的 同一 个 核 苷 酸 位 
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点 。 内 源 移 除 序列 (internal eliminated sequences, IES) 是 短小 、 单 拷贝 的 DNA 片 
B, 通常 是 从 编码 区 域 移 除 ， 却 也 在 生殖 细胞 染色 体 的 基因 间 和 内 含 子 区 域 发 现 过 (图 
7-5) 。 精 确切 除 的 IES 两 端 都 连接 有 短 重复 序列 ， 重 复 序列 在 不 同 的 物种 中 不 同 。 有 突 
出 的 一 类 被 称 为 “TA” 的 IES， 是 在 草 履 虫 和 某 些 旋 毛 纤毛 虫 例如 厚 游 仆 虫 中 发 现 的 ， 
识别 方法 是 : 它们 连接 区 的 5 -TA-3 重复 序列 是 不 变 的 ， 它 的 一 个 拷贝 在 大 核 的 一 些 
位 点 切除 之 后 仍旧 保留 (Betermier 2004), TA 碱 基 之 间 的 核酸 序列 并 不 是 随机 的 ， 而 
是 形成 了 一 种 简 并 序列 ， 与 Tcll/mariner 转 座 子 的 末端 很 相似 。 因 此 ， 这 些 IES 可 能 
由 早期 这 类 移动 元 件 的 插入 进化 衍生 而 来 〈Klobutcher and Herrick 1997) 。 尽 管 如 此 ， 
很 多 TES 的 末端 与 进化 保守 序列 (consensus sequence) 的 相符 性 很 差 ， 而 在 非 切 除 的 
区 域 却 发 现 了 与 进化 保守 序列 十 分 吻合 的 序列 ， 这 表明 进化 保守 序列 本 身 并 不 能 提供 足 
够 的 信息 来 指导 对 四 小 核 草 履 虫 每 个 单 倍 体 基 因 组 约 60000 个 IES 的 特异 前 切 ， 因 而 使 
得 它们 如 何 识 别 成 为 一 个 很 重要 的 问题 。 

一 种 不 同 于 精确 缺失 、 令 人 难以 想象 的 过 程 发 生 在 旋 毛 纤毛 虫 的 亚 类 中 ， 即 IES 
被 移 除 的 同时 基因 的 顺序 却 没有 打 乱 (Prescott 1999) 。 在 小 核 中 ， 基 因 是 被 打 乱 的 ， 
具有 大 核 命运 的 序列 (macronuclear destined sequences, MDS, EI DNA 的 “外 显 子 ”) 
ASU TES 隔 开 ， 而 且 其 顺序 相 比 重 排 以 后 大 核 的 线性 排列 而 言 是 杂乱 的 。 在 生殖 细 
胞 中 ， 两 个 MDS 合并 在 一 起 可 以 组 成 表达 基因 的 部 分 可 能 相隔 很 远 ， 有 的 时 候 甚至 在 
非 连锁 的 位 点 CLandweber et al. 2000)， 甚 至 可 能 两 部 分 的 排列 是 相反 的 方向 。 这 种 
重 排 的 精确 性 似乎 是 被 相对 的 同 源 长 重复 序列 指导 (平均 11bp)， 与 同类 的 MDS 末端 
具有 相同 序列 ， 但 与 其 他 的 MDS 末端 没有 关联 。 尽 管 这 些 长 重复 序列 归功 于 基因 排列 
的 精确 、 有 序 ， 但 是 并 没有 证 据 显 示 它 们 是 必须 的 ， 因 而 就 引起 了 一 种 假设 ， 有 预先 存 
在 的 模板 (Prescott et al. 2003), 


非 精确 缺失 


尽管 TES 从 体 细 胞 基因 组 中 移 除 是 高 效 且 可 重复 的 ， 而 在 一 些 情况 下 ， 在 多 倍 体 
的 基因 组 上 独立 的 切割 形成 的 边界 是 互 不 相同 的 《图 7-5)。 这 种 不 同体 现在 四 膜 虫 的 
数 十 个 碱 基 不 同 到 草 履 虫 的 数 于 个 碱 基 不 同 。 非 精确 缺失 〈 基 因 间 重复 序列 ) 是 所 有 用 
于 人 研 究 的 四 膜 虫 IES 的 特点 ， 也 是 移 除 类 似 基因 间 转 座 子 或 者 草 履 虫 中 的 小 卫星 等 重 
复 序列 的 主要 方式 (Le Mouël et al.，2003) 。 就 像 精 确 缺 失 一 样 ， 这 些 缺 失主 要 发 生 在 
短小 的 重复 序列 之 间 ， 其 中 的 一 段 在 大 核 中 有 所 保留 。 在 四 膜 虫 中 ， 重 复 序列 在 已 知 的 
IES 中 都 是 不 同 的 ， 而 在 草 履 虫 中 ， 重 复 序 列 总 是 包含 至 少 一 个 TA RFR, KAE 
履 虫 的 基因 缺失 机 制 可 能 与 精确 缺失 相关 。 


6.2 RERA RE 


在 大 核 的 发 育 阶 段 ， 由 生殖 细胞 衍生 而 来 的 染色 体会 断裂 成 为 小 分 子 ， 之 后 两 端 连 
上 端 粒 重复 序列 〈 图 7-5)。 于 是 产生 的 大 核 染色 体 乍 看 如 同 缺 失 了 中 心 粒 的 染色 体 ， 
因此 ， 染 色 体 片段 化 可 能 有 利于 这 些 分 子 在 大 核 无 丝 分 裂 过 程 中 的 平均 分 配 。 片 段 化 的 
程度 在 不 同 的 物种 中 都 不 相同 ， 在 旋 毛 纤毛 虫 中 ， 这 种 现象 到 了 极致 ， 产 生 微小 的 “ 纳 
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米 级 染色 体 (nanochromosomes)”， 这 种 染色 体 通 常 包含 一 个 基因 ， 而 在 草 履 忠 和 四 膜 
忠 中 ， 大 核 基 因 组 的 大 小 从 20kb 到 大 于 1Mb 不 等 并 包含 很 多 基因 。 

在 大 多 纤毛 动物 中 ， 这 个 过 程 是 不 精确 的 ， 因 而 端 粒 重复 序列 的 确切 位 置 也 是 不 同 
的 ， 且 经 党 导致 生殖 细胞 序列 的 缺失 。 厚 游 仆 虫 是 一 个 例外 ， 因 为 它 的 端 粒 总 是 夹 在 同 
样 的 核 背 酸 位 点 (Klobutcher 1999) 。 在 四 膜 虫 中 ， 存 在 一 个 保守 的 15bp 的 染色 体 断 
裂 序列 (chromosome breakage sequence，CBS)， 大 约 在 生殖 细胞 染色 体 中 发 现 了 约 
280 个 位 点 (Cassudy-Hanley et al. 2005; Hamilton et al. 2005), CBS 对 于 指导 片段 
化 和 新 的 端 粒 附加 是 必须 且 重 要 的 〈Fan and Yao 1996) 。 相 反 地 ， 在 小 核 草 履 虫 物种 
中 没有 发 现 相似 的 CBS。 甚 至 ， 所 有 的 证 据 表 明 染 色 体 片段 化 式 非 精 确 缺 失 的 另 一 个 
结果 (图 7-5) 是 被 移 除 DNA 有 两 种 命运 或 者 侧翼 序列 重新 结合 ， 或 者 加 上 端 粒 
(Le Mouél et al. 2003), 


7. 基因 组 重 排 的 机 制 


尽管 纤毛 动物 基因 组 重 排 研究 已 经 进行 了 30 多 年 ， 这 些 事件 的 分 子 机 制 仍旧 大 量 
KRA (Yao et al，2002) 。 部 分 的 挑战 来 自 于 解释 为 何不 同 的 纤毛 物种 发 生 的 重 排 事件 
具有 很 大 的 差异 性 。 好 几 种 纤毛 动物 的 DNA 切除 中 间 体 和 环形 的 切割 产物 都 有 过 描述 
(Jaraczewski and Jahn 1993; Klobutcher et al. 1993; Williams et al. 1993; Saveliev 
and Cox 1995, 1996; Betermier et al. 2000; Gratias and Betermier 2003) 。 数 据 无 法 推 
导出 一 个 统一 的 切割 机 制 ， 即 便 是 在 TES 末端 进化 保守 序列 非常 相似 的 纤毛 动物 物种 
间 也 是 如 此 (Klobutcher and Herrick 1995; Gratias and Betermier 2001; Betermier 
2004), 

尽管 切割 的 机 制 多 种 多 样 ， 这 些 指导 DNA 重 排 的 事件 总 会 存在 一 些 重要 的 共有 特 
征 。 一 个 相似 点 就 是 类 似 转 座 子 和 重复 序列 更 容易 被 移 除 。 就 像 在 这 本 书 其 他 部 分 提 到 
的 ， 表 观 遗 传 机 制 的 一 个 作用 就 是 抑制 这 些 潜 在 可 能 被 移 除 的 DNA 元 件 的 活性 。 人 允许 
转 座 子 从 表达 沉默 的 生殖 基因 组 跳 到 高 度 活跃 的 大 核 基因 组 会 对 体 细胞 基因 组 造成 灾难 
性 后 果 。 很 多 证 据 表 明了 与 RNA 干扰 和 异 染色 质 形 成 相关 的 机 制 参与 DNA 重 排 的 过 
程 (Mochizuki and Gorovsky 2004; Yao and Chao 2005), 

在 大 多 数 真 核 生物 中 ， 在 H3 组 蛋白 第 9 位 赖 氨 酸 甲 基 化 〈H3K9me) 与 抑制 表达 
的 DNA 是 很 相关 的 ， 这 些 DNA 分 块 地 位 于 核 异 染色 质 的 区 域 〈 见 第 3 章 第 7 节 ) 。 在 
四 膜 虫 中 ， 这 种 修饰 在 转录 沉默 的 小 核 中 并 没有 发 现 ， 但 是 在 发 育 的 大 核 以 及 同时 发 生 
的 DNA 重 排 中 都 有 发 现 (Taverna et al，2002) 。 染 色 质 免疫 沉淀 试验 表明 这 种 修饰 在 
于 IES 相关 的 组 蛋 日 上 频繁 出 现 。DNA 移 除 和 异 染 色 质 的 形成 最 初 锌 认为 与 包含 染色 
质 域 的 DNA 程序 性 降解 蛋白 I (programmed DNA degradation 1， 简称 Pddl) 相关 ， 
Pddl 重 白 在 发 育 时 期 大 量 表达 ， 与 包含 将 从 体 细胞 基因 组 移 除 的 生殖 细胞 DNA CBD 
IES 的 位 点 共 定 位 UMadireddi et al. 1994, 1996). Chromo 结构 域 是 对 特定 的 甲 基 化 
组 蛋白 残 基 有 亲和力 的 蛋白 基 序 (protein motif) 。 也 许 染 色 质 调控 中 染色 质 域 蛋 白 介 
人 的 原形 模型 是 在 果 蝇 细胞 中 异 染 色 质 和 蛋 日 1 (heterochromatin protein 1, HP1) 结合 
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甲 基 化 的 H3K9， 同 时 参与 异 染色 质 形成 (更 多 细节 请 见 第 5 章 )。Pddl 和 Pdd3 的 
Chromo 结构 域 会 结合 到 H3K9 双 甲 基 化 的 肽 链 上 ，Pddl 和 Pdd3 是 DNA 重 排 必需 的 
两 个 重 日 。 为 了 证 实 这 种 染色 质 的 修饰 是 DNA 重 排 所 必需 的 ，Liu、Mochizuki 和 
Gorovsky 使 用 KIQ MAR 9 位 突变 体 替 换 主 要 H3 基因 。 这 些 细胞 无 法 在 发 育 阶 段 有 
效 地 移 除 IES 片段 ， 但 是 Pddl 却 很 好 地 定位 在 大 核 的 前 体 中 ， 因 而 表明 H3K9 的 双 甲 
基 化 是 DNA 移 除 所 必需 的 。 因 为 染色 质 状态 的 形成 是 表 观 遗传 调控 的 重要 决定 因素 ， 
那么 很 重要 的 一 个 问题 是 ，H3K9 双 甲 基 化 的 标记 如 何 特 异性 针对 即将 被 移 除 的 DNA 
片段 ? 如 下 面 所 描述 的 ， 几 个 实验 证 实 同 源 RNA 参与 指导 了 DNA WEHE. 


8. 纤毛 动物 中 同 源 依赖 性 的 基因 沉默 


同 源 依赖 的 、RNA 介 导 的 基因 沉默 机 制 广泛 存在 于 真 核 生物 的 表 观 遗传 调控 中 。 
这 类 机 制 同 时 存在 于 纤毛 动物 的 证 据 首 先 在 草 履 虫 中 发 现 将 非 表 达 转 基因 转 入 无 性 大 核 
后 可 以 造成 与 孟 德尔 遗传 突变 相同 的 表 型 。 相 似 的 作用 也 存在 于 草 履 虫 和 旋 毛 纤毛 动物 
中 ， 通 过 给 细胞 补充 双 链 RNA 而 实现 沉默 ， 由 此 表明 RNA 干扰 通路 参与 其 中 ， 结 采 
这 些 通 路 中 的 一 条 引起 了 基因 沉默 导致 DNA 移 除 。 


8. 1 转基因 诱导 的 基因 沉默 


草 履 虫 的 大 核 很 容易 通过 显 微 注 射 转化 人 外 源 基 因 ， 因 为 任何 引入 的 DNA 片段 都 
可 以 以 高 拷贝 数 存在 于 基因 组 中 ， 自 行 复 制 不 需要 任何 起 始 。 转 人 高 拷贝 数 的 非 表 达 转 
基因 可 以 引起 序列 高 度 相 似 的 内 源 基 因 的 转录 后 沉默 (Ruiz et al. 1998; Galvani and 
Sperling 2001) 。 如 果 该 基因 的 3 UTR 区 域 存在 ， 那 么 沉默 就 无 法 实现 ， 表 明 RNA 中 
存在 的 调控 信和 号 会 影响 沉默 的 能 力 (Galvani and Sperling 2001)。 结 果 ， 发 现 沉默 现象 
还 与 同 源 性 的 短小 的 、 大 约 23 nt 长 的 RNA 的 累积 有 关联 (Garnier et al. 2004) ， 表 明 
RNA 干扰 通路 参与 其 中 。 那 23 nt 的 小 RNA 似乎 对 同 源 mRNA 的 特异 降解 有 作用 ， 
因而 被 称 为 siRNA (short interfering RNA), 一 类 相似 的 23~24nt 的 RNA 被 发 现存 
在 于 无 性 世代 的 四 膜 虫 细胞 中 ， 虽 然 没 有 数据 表明 其 可 能 的 功能 ， 但 似乎 它们 代表 的 就 
是 内 源 的 siRNA (Lee and Collins 2006), 


8.2 ”基因 沉默 是 由 双 链 RNA 诱导 的 


双 链 RNA (dsRNA) 似乎 是 在 草 履 虫 引起 转基因 诱导 的 基因 沉默 的 主要 原因 。 转 
基因 的 沉默 效率 决定 于 某 种 异常 RNA 分 子 产生 的 量 ， 这 种 RNA 分 子 会 对 注 人 序列 的 
正义 和 反 义 链 产生 反应 。 另 外 ， 双 链 RNA 行使 基因 沉默 的 能 力 可 以 通过 给 草 履 虫 细胞 
REREN RNA 的 大 肠 杆菌 来 验证 ， 这 种 方法 原本 是 从 线虫 上 衍生 而 来 的 〈Tim- 
mons and Fire 1998; Timmons et al，2001) 。 内 源 基 因 的 沉默 得 到 在 三 代 无 性 分 裂 后 即 
可 以 看 到 表 型 ， 就 是 说 小 于 24 小 时 内 (Galvani and Sperling 2002) 。 如 果 对 旋 毛 纤毛 
生物 喂食 热 击 致死 的 大 肠 杆菌 可 以 达到 同样 的 基因 沉默 的 目的 〈《Paschka et al. 2003), 
而 旋 毛 纤毛 生物 通常 是 喂食 藻类 的 ， 这 现象 表明 很 大 一 类 的 纤毛 生物 具有 这 种 机 制 。 在 
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草 履 虫 中 ， 分 子 生物 学 分 析 表 明 喂 食 双 链 RNA 会 导致 23 nt 的 siRNA 的 累积 ， 这 种 宗 
积 现象 也 在 转基因 诱导 的 基因 沉默 中 发 现 (Nowacki et al. 2005)， 表 明 这 两 种 现象 依 
MSA RNA 干扰 通路 。 

通过 对 草 履 虫 喂食 双 链 RNA 诱导 的 基因 沉默 可 以 通过 将 食物 替换 成 常规 的 细菌 而 
恢复 ; 相似 的 是 ， 将 双 链 RNA 直接 注入 细 胞 质 内 只 会 诱导 瞬时 的 同 源 基因 沉默 ， 推 测 
是 因为 注射 的 双 链 RNA 在 无 性 生殖 的 过 程 中 被 迅速 的 稀释 (Galvani and Sperling 
2002) 。 这 些 研究 表明 双 链 RNA 不 可 能 在 营养 细胞 的 细胞 质 中 自行 扩 增 到 很 高 的 程度 ， 
然而 线虫 体内 的 双 链 RNA 却 有 既定 的 命运 ， 可 以 导致 基因 沉默 成 为 可 以 继承 的 状态 。 
这 进一步 表明 草 履 虫 的 RNA 干扰 不 会 引起 大 核 中 转录 基因 的 稳定 沉默 。 可 继承 的 沉默 
似乎 需要 组 蛋白 H3K9 甲 基 化 ， 就 像 上 面 所 提 到 的 ， 这 种 修饰 在 营养 细胞 的 大 核 中 是 
缺失 的 ， 至 少 在 嗜 热 四 膜 虫 中 是 这 样 的 。 


9. 基因 组 重 排 是 同 源 依 赖 机 制 指导 的 





在 纤毛 动物 的 发 育 过 程 中 ， 三 个 不 同 的 基因 组 会 区 分 开 并 进入 不 同 的 发 育 命运 : 

殖 细胞 的 小 核 基 因 组 在 体 细 胞 中 新 的 大 核 基因 组 大 规模 进行 重 排 时 保持 不 变 ， 
体 细胞 基因 组 则 注定 被 破坏 。 在 这 个 更 广泛 的 框架 中 ， 纤 毛 动物 研究 人 员 致 力 于 理解 
DNA 重 排 模式 的 重复 性 。 最 初 的 努力 试图 发 现 顺 式 作用 的 、 可 以 募集 重组 蛋白 的 DNA 
序列 ， 但 是 这 种 搜索 几乎 没有 成 果 (Yao et al. 2002; Betermier 2004)。 初 始 DNA FF 
列 显然 不 是 指导 大 核 基因 重组 的 唯一 决定 因素 ， 这 个 结论 有 个 很 有 力 的 证 据 : H3K9 H 
基 化 标记 出 现在 被 移 除 的 DNA 片段 上 。 另 外 ， 很 多 重 排 模式 对 同 源 性 依赖 作用 是 很 敏 
感 的 ， 就 像 下面 描 述 的 那样 ， 人 允许 不 同 的 模式 通过 母体 继承 给 有 性 后 代 ， 并 不 符合 备 德 
尔 关于 野生 型 生殖 细胞 基因 组 遗传 的 理论 。 因 此 ， 重 排 模 式 的 继承 符合 表 观 遗传 现象 的 
定义 。 


9.1 实验 诱导 大 核发 育 中 的 特异 性 缺失 


在 草 履 虫 中 的 转录 后 基因 沉默 现象 被 报道 以 前 ， 科 学 家 就 已 经 发 现 将 高 拷贝 数 的 克隆 
片段 转 和 人 营养 细胞 大 核 会 改变 其 有 性 后 代 的 DNA 重 排 。 更 令 人 称奇 的 是 ， 与 转基因 同 源 
的 序列 会 通过 非 精确 的 机 制 被 特异 性 的 移 除 ， 而 小 核 基因 组 没有 任何 变化 《图 7-6) 
(Meyer 1992) 。 该 现象 具备 一 定 普 遍 性 ， 因 为 所 有 试验 的 DNA 片段 都 会 导致 DNA 的 
ER (Meyer et al. 1997) 。 这 些 实验 表明 序列 特异 性 的 信息 在 有 性 生殖 阶段 通过 细胞 
质 从 母体 大 核 传 递 到 发 育 中 的 合子 大 核 。 这 种 影响 的 普遍 性 否认 了 一 种 说 法 ， 即 是 注入 
转基因 编码 的 序列 特异 性 结合 蛋白 的 作用 。 符 合 这 种 观察 结果 的 最 保守 的 解释 认为 这 是 
核酸 的 作用 ， 可 能 是 RNA 分 子 ， 在 核 间 传递 信息 ， 通 过 配对 作用 识别 它们 的 目标 。 

一 些 能 够 有 效 引 起 合子 后 阶段 DNA 移 除 的 是 非 表 达 转 基因 ， 例 如 包含 移 码 突变 或 
者 切除 了 5' 或 35UTR 的 片段 (Garnier et al，2004) 。 那 些 可 以 产生 稳定 的 、 可 翻译 的 
mRNA 不 会 促进 同 源 基 因 从 发 育 的 大 核 中 移 除 。 同 样 ， 能 促进 DNA 移 除 的 转基因 也 可 
以 在 被 转 和 人 克隆 的 营养 性 生长 阶段 引起 内 源 母 体 基 因 的 沉默 。 因 此 ， 合 子 后 阶段 的 
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a. 野 生 型 自体 受精 b. 自体 受精 中 的 转基因 介 导 的 基因 移 除 
子 代 n 子 代 n+1 





mIC 





图 7-6 草 履 虫 的 转基因 诱导 的 DNA 消除 
(a) 野生 型 A 基因 GERI) 位 于 靠近 大 核 染 色 质 异 源 基因 的 末端 ， 粉色 框 为 大 核 端 粒 。 小 核 染色 质 的 重 
排 模式 忠实 地 从 一 代 复制 到 下 一 代 。 O 当 新 的 大 核 从 野生 型 生殖 细胞 发 生 时 ， 多 拷贝 A 基因 引入 母 本 大 核 
诱导 了 有 性 后 代 内 源 A 基因 的 完全 消除 ， 新 大 核 的 端 粒 恰好 位 于 A 基因 的 上 游 。 


DNA 移 除 与 合子 前 阶段 的 基因 沉默 相关 ， 也 与 23 nt 的 siRNA 的 积累 有 关 。siRNA 的 
水 平 后 来 被 证 实在 细胞 整个 发 育 阶 段 都 维持 在 一 定 水 平 ， 表 明 它 们 可 能 与 这 些 移 除 的 引 
发 相关 。 

如 果 协 助 基 因 沉 默 的 siRNA 也 指导 DNA 重 排 ， 那 么 在 发 育 前 或 者 发 育 中 引入 双 
链 RNA 都 会 引起 递减 的 后 代 中 同 源 序 列 的 移 除 。 为 了 验证 这 一 点 ， 科 学 家 给 草 履 虫 咀 
食 产生 ND7 编码 DNA 同 源 的 双 链 RNA 的 大 肠 杆菌 ，nd7 是 参与 调解 称 为 刺 丝 泡 的 分 
泌 小 渔 的 胞 外 分 泌 的 基因 ， 这 种 草 履 虫 进行 自 交 并 从 野生 型 的 小 核 中 发 育 出 新 的 大 核 。 
很 大 数量 的 自 交 后 代 呈 现 出 ND7 突变 表 型 ， 因 为 该 基因 已 从 大 核 中 移 除 (Garnier et 
al，2004)。 甚 至 表 型 上 仍 为 野生 型 的 后 代 也 显示 出 了 ND7 拷贝 部 分 缺失 。 就 像 那些 与 
转基因 诱导 的 基因 沉默 相关 的 siRNA 一 样 ， 与 双 链 RNA 相关 的 23 nt 的 siRNA 也 是 
在 整个 自 交 过 程 中 细胞 中 都 有 分 布 ， 确 认 了 它们 与 合子 后 阶段 的 基因 移 除 相关 
(Nowacki et al. 2005) 。 由 双 链 RNA 指导 的 DNA BRIAR RBH, MRS 
虫 显 微 注射 体外 转录 的 正义 和 反 义 RNA 会 导致 这 些 序列 不 精确 的 移 除 ， 这 些 RNA 是 
与 大 核 中 某 些 基因 位 点 同 源 的 (Yao et al. 2003)。 
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10.1 d48 为 例 : 其 他 重 排 方式 的 表 观 遗传 


尽管 转基因 和 双 链 RNA 诱导 的 重 排 表 明了 DNA 移 除 过 程 的 表 观 遗传 本 质 ， 更 令 
人 惊奇 的 是 发 现 这 种 诱导 的 重 排 模式 在 经 过 后 续 的 大 核发 育 中 是 可 继承 的 。 重 排 的 表 观 
遗传 调控 的 第 一 个 证 据 是 发 现 四 核 草 履 虫 编码 A 表面 抗原 基因 的 缺失 在 与 野生 型 交配 
后 是 可 以 通过 胞 质 继承 的 〈 图 7-7) (Epstein and Forney 1984) 。 在 野生 型 的 大 核 中 ，A 
基因 位 于 一 条 染色 体 的 末端 ， 距 离 端 粒 8、13 或 者 26kb， 决 定 于 三 种 不 同 的 DNA 片段 
化 位 点 。 一 种 细胞 系 d48 被 发 现 缺乏 A 基因 表达 功能 因为 基因 本 身 在 整个 下 游 序 列 中 
都 是 缺失 的 ， 因 为 它 的 端 粒 在 基因 的 5/ 端 形成 〈Forney and Blackburn 1988) 。 核 移植 
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实验 确认 了 d48 生殖 细胞 小 核 是 携带 野生 型 的 A 基因 的 。 例 如 ， 将 d48 小 核 替 换 成 一 
个 从 野生 细胞 系 的 小 核 不 能 阻止 母 方 A 基因 缺失 的 现象 传递 到 有 性 子 代 ; 相反 地 ， 当 
d48 小 核 被 移植 到 野生 型 细胞 后 ， 自 交 后 代 的 大 核 中 含有 A 基因 (Harumoto 1986; 
Kobayashi and Koizumi 1990) 。 相 似 的 保留 、 移 除 实验 也 在 另 一 个 邻近 端 粒 的 表面 抗原 
了 3 基因 上 重复 ， 表 明 这 样 的 母体 影响 在 基因 组 的 其 他 区 域 也 可 以 观察 到 (Scott et al. 
1944) 。 总 的 来 说 ， 这 些 研究 强 有 力 的 表明 一 段 基因 组 区 域 如 果 能 有 效 保 留 ， 那 就 需要 
存在 于 母体 的 大 核 中 ， 并 且 还 需要 在 发 育 的 大 核 中 扩 增 到 野生 型 的 拷贝 数 。 


a. 野生 型 
子 代 n 子 代 n+1 





c. 补救 的 d48 





图 7-7 大 核 A 基因 消除 的 表 观 遗传 和 实验 补救 
(a) 野生 型 细胞 系 。(b) d48 细胞 系 ， 其 大 核 里 缺少 A 基因 , 但 有 野生 型 小 核 。A 基因 在 大 核发 育 过 程 每 次 
传代 复制 时 被 移 除 。(c) 在 有 性 生殖 大 核发 育 过 程 中 ，d48 RASA 基因 序列 的 大 核 内 转化 会 特异 地 重建 生 
殖 细胞 A 基因 的 扩 增 。 


10.2 实验 诱导 DNA 缺失 产生 的 表 观 遗传 


正如 在 d48 中 所 观察 到 的 ， 母 体 对 DNA 重 排 的 影响 控制 着 很 多 甚至 所 有 草 履 虫 大 
核 基因 组 的 区 域 。 甚 至 ， 由 实验 造成 的 有 性 后 代 大 核 的 DNA 移 除 可 以 自发 的 传递 到 更 
下 一 代 中 ， 通 过 母系 继承 的 作用 模式 。 这 在 高 拷贝 数 转 基因 一 一 G 基因 引起 的 基因 移 除 
的 草 履 虫 中 观察 到 ，G 基因 是 一 种 亚 端 粒 表 面 抗 原 基 因 (Meyer 19927， 这 种 现象 同时 
在 由 喂食 双 链 RNA 引起 的 ND? 基因 移 除 的 草 履 虫 中 观察 到 (Garnier et al. 2004) 。 在 
任意 一 种 情况 中 ， 诱 导 的 转基因 或 者 外 源 引 入 的 双 链 RNA 在 后 代 的 基因 移 除 中 不 再 需 
要 。 在 d48 和 这 些 诱 导 改 变 的 细胞 系 中 ， 体 细胞 基因 组 的 状态 在 自 交 后 偶尔 能 够 回复 到 
野生 型 重 排 的 模式 ， 这 进一步 确认 说 基因 本 身 是 存在 于 小 核 基 因 组 的 ， 更 突出 的 这 种 遗 
传 使 用 的 是 表 观 遗传 的 模式 。 

在 大 核发 育 时 期 使 用 转 座 子 和 IES 产生 的 基因 沉默 以 及 导致 的 发 育 DNA 的 移 除 在 
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后 代 细 胞 中 是 可 “记忆 ”这 点 是 很 重要 的 。 每 个 有 性 世代 的 重复 性 的 基因 移 除 似乎 不 是 
23 nt 的 siRNA 引起 ， 因 为 siRNA 只 在 实验 诱导 的 第 一 代 细 胞 中 。 另 外 ， 对 这 种 细胞 
系 的 遗传 分 析 表 明 小 核 基因 不 会 携带 任何 永久 的 印记 ， 因 为 当 它 与 野生 型 的 大 核 一 起 通 
过 接合 作用 转移 到 一 个 细胞 系 中 时 ， 通 过 大 核 的 发 育 很 容易 就 可 以 扩 增 。 可 见 ， 简 单 地 
说 该 基因 在 发 育 的 大 核 中 是 被 移 除 了 ， 因 为 母体 大 核 中 它 就 是 缺失 的 。 


10.3 引入 小 核 基因 组 的 外 源 序列 的 “自发 性 ” 移 除 


母体 重 排 状 态 的 可 遗传 性 表明 即将 被 重 排 生 殖 细胞 基因 组 与 现存 的 已 经 重 排 的 基因 
组 是 经 过 比较 的 ， 在 上 一 代 基 因 组 中 缺失 的 序列 会 成 为 下 一 代 形 成 的 体 细胞 基因 组 被 移 
除 的 对 象 。 如 果真 的 如 此 ， 那 么 引入 生殖 细胞 小 核 的 转基因 就 可 以 引起 新 的 大 核 的 基因 
移 除 。 在 四 膜 虫 种 ， 小 核 转化 已 经 是 可 行 的 ， 研 究 人 员 发 现 整合 人 的 用 于 基因 干扰 实验 
的 药物 抗 性 标记 在 连续 几 轮 的 接合 作用 是 会 从 大 核 基 因 组 中 移 除 (Yao et al. 2003; 
Liu et al，2005) 。 转 基因 的 基因 组 位 置 ， 还 有 引入 生殖 细胞 基因 组 的 转基因 拷贝 数 都 会 
很 大 程度 上 影响 移 除 的 效率 (Liu et al. 2005) ， 表 明 该 种 纤毛 动物 中 这 种 现象 并 不 是 普 
遍 诱 导 的 。 尽 管 如 此 ， 这 些 结果 已 经 证 实 一 段 外 源 序 列 ， 细 菌 的 neo 基因 ， 可 以 被 细胞 
识别 为 一 段 正 S。 


10.4 可 继承 的 大 核 DNA 缺失 的 实验 补救 


母体 体 细胞 大 核 中 某 段 基因 组 区 域 的 丢失 是 否 足 够 导致 其 将 来 的 移 除 呢 ? 如 果 是 这 
样 的 话 ， 重 新 将 A 基因 导入 d48 大 核 应 该 可 以 挽救 A 基因 在 发 育 过 程 中 的 丢失 。 最 初 
显示 在 d48 细胞 发 育 早期 将 野生 型 的 大 核 核 质 注射 人 d48 的 大 核 或 自 交 的 细胞 之 中 
(Harumoto 1986; Koizumi and Kobayashi 1989) ， 都 是 导致 d48 在 野生 型 细胞 中 的 移 除 
现象 被 永久 性 逆转 。 结 果 ， 将 几 种 不 重 释 的 A 基因 (覆盖 达 8kb 的 编码 区 ) 的 直接 注 
BA d48 大 核 中 正式 A 基因 序列 本 身 就 已 经 足够 回复 野生 型 大 核 重 排 的 模式 (图 7-7) 
(Koizumi and Kobayashi 1989; Jessop-Murray et al. 1991; You et al. 1991), 

母体 基因 组 对 DNA 重 排 的 影响 体现 出 了 序列 特异 性 。A 和 B 基因 编码 序列 在 74% 
水 平 上 是 相同 的 。 尽 管 如 此 ,将 A 基因 的 序列 注射 人 某 细 胞 系 同 时 缺失 A、B 基因 的 
大 核 中 只 能 阻止 4 基因 的 移 除 ， 同 样 的 ， 注 射 B 基因 序列 也 只 能 阻止 BB 基因 的 移 除 
(Scott et al, 1994). 29h, d48 大 核 的 移 除 无 法 通过 单 细胞 草 履 虫 的 G 基因 的 转化 来 挽 
救 ， 而 G 基因 本 身 与 4 基因 的 相同 性 达到 78%。 另 一 方面 来 说 ，A 基因 的 大 核 移 除 现 
象 可 以 通过 转化 A 基因 的 另 一 个 等 位 基因 来 挽救 ， 这 两 个 基因 具有 97% 的 相似 度 
(Forney et al. 1996) 。 因 此 ， 大 核 移 除 的 挽救 是 一 个 依赖 同 源 性 的 过 程 ， 它 不 需要 任何 
特异 的 序列 ， 但 是 要 求 一 定 程 度 的 序列 相似 性 。 

d48 的 母体 移 除 作用 的 挽救 表面 上 与 转基因 诱导 的 移 除 现 象 相 违背 ， 因 为 在 这 些 实 
验 中 ， 将 A 基因 序列 注射 人 母体 大 核 中 恰恰 导致 了 4 基因 完全 相反 的 状态 。 这 个 明显 
的 矛盾 最 终 得 以 解决 是 因为 发 现 合 子 后 阶段 的 移 除 效应 是 依赖 于 转化 克隆 的 依赖 同 源 性 
基因 沉默 的 《Garnier et al. 2004), 。 相 反 地 ， 这 种 挽救 效应 也 只 有 在 不 会 引发 基因 沉默 
的 转化 情况 下 才 会 出 现 〈Garnier et al. 2004) 。 因 此 ， 看 起 来 23 nt 的 siRNA 的 积累 会 
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革履 虫 中 “ 母 本 控制 ”以 及 “ 非 母 本 控制 ”的 IES 


其 他 IES 的 移 除 是 否 可 以 受到 相似 的 母 本 效应 的 控制 ? 这 个 问题 通过 将 包含 大 段 
的 小 核 DNA CIES*) 的 野生 型 细胞 的 大 核 转化 得 到 回答 ， 该 段 DNA 包含 G 或 者 4 表 
面 抗原 基因 (Duharcourt et al. 1998)。 注 射 的 片段 分 别 包 含 6 个 和 9 个 IES。 实 验 发 现 
13 个 TES 片段 被 移 除 ， 而 5 个 TES 仍旧 保持 在 自 交 的 转化 细胞 的 后 代 细 胞 的 大 核 中 。 
注射 含 单个 TES 的 质粒 的 结果 表明 抑制 作用 是 十 分 特异 的 ，5 个 TES 中 的 任何 一 个 仅仅 
诱导 其 同 源 合子 IES 片段 的 保持 ， 但 不 会 影响 其 他 的 IES. HER DNA 片段 则 是 包含 
Ki CES) G 基因 ， 对 任何 IES 都 没有 影响 。 在 13 个 实验 的 草 履 虫 IES 中 ， 没 有 明 
显 的 大 小 差异 ， 碱 基 组 成 的 差异 或 者 在 基因 位 置 上 的 差异 ， 因 而 5 个 非 移 除 和 8 个 移 除 
IES 并 无 明显 区 别 CDuharcourt et al. 1998), 


四 膜 贝 中 同 源 依赖 性 的 TES 移 除 效应 的 抑制 


与 草 履 虫 中 相似 的 实验 表明 四 膜 虫 大 核 的 DNA 成 分 可 以 调节 发 育 中 的 体 细胞 基因 
组 同 源 序列 的 移 除 。 两 个 很 有 代表 性 的 ES，M 和 R 移 除 片段 通过 显 微 注射 的 方式 注 
射 人 野生 株 的 大 核 中 ， 这 样 它们 可 以 保持 很 高 的 拷贝 数 。 当 细胞 被 诱导 进行 接合 作用 
it, fe RHA M 片段 的 后 代 无 法 有 效 地 移 除 对 应 的 IES (Chalker and Yao 1996), 
同样 的 ， 那 些 父系 细胞 被 注射 人 及 片段 的 也 无 法 移 除 其 同 源 的 IES， 而 对 同 源 片段 的 移 
除 作用 的 显著 性 抑制 并 没有 发 现 。 因 此 ，DNA 移 除 的 一 直 是 序列 特异 性 的 。 与 IES 同 
源 的 序列 是 足以 引起 换 制 的 ， 但 是 其 侧翼 DNA 却 没 有 效应 。 重 要 的 是 ， 这 种 DNA 移 
除 作用 的 丧失 是 可 以 继承 的 ， 也 是 说 后 代 的 基因 组 中 仍 含有 这 些 IES 的 拷贝 。 

因为 四 膜 虫 接合 对 在 发 育 阶 段 是 共享 细胞 质 的 ， 因 而 研究 人 员 可 以 观察 到 这 种 抑制 
效应 是 通过 细胞 质 来 传递 的 ， 因 而 只 要 接合 双方 的 一 方 在 其 亲本 的 体 细 胞 基因 组 中 含有 
TES 的 同 源 序列 ， 就 可 以 对 后 代 的 移 除 产生 影响 。 因 此 ， 亲 本 核 DNA 的 重 排 状态 是 通 
过 细胞 质 来 传递 的 ， 并 且 调 控 在 下 代 新 的 体 细 胞 基因 组 中 事件 的 发 生 。 将 接合 方 一 方 的 
状态 传递 给 另 一 方 并 不 需要 生殖 细胞 基因 组 的 交换 ， 也 就 排除 了 一 种 可 能 ， 即 传递 是 通 
过 在 发 育 前 正常 细胞 生长 过 程 中 发 生生 殖 细胞 的 印记 完成 的 〈Chalker et.al, 2005), # 
实 上 ， 通 过 分 开 接合 的 双方 ， 一 方 是 野生 型 细胞 而 其 配偶 是 体 细胞 基因 组 包含 多 拷贝 
M 片段 的 细胞 ， 发 现 DNA 状态 传递 只 在 减 数 分 裂 以 后 发 生 ， 与 发 育 中 的 核 首 次 开始 分 
化 成 新 的 大 核 和 小 核 的 时 间 非 常 接近 。 因 此 ， 母 体 体 细胞 基因 组 的 影响 在 整个 发 育 过 程 
中 是 很 活跃 的 。 . 


母体 控制 的 生物 学 意义 


纤毛 生物 具有 的 改变 DNA 重 排 的 能 力 反 应 了 母体 的 模式 通过 一 种 简单 的 方式 将 不 
同 的 体 细胞 DNA 模式 传递 给 后 代 的 细胞 。 这 种 动态 的 调控 表明 了 两 种 不 同 的 遗传 状态 
的 平衡 ， 例 如 IES 和 IES ， 这 种 平衡 达到 并 可 以 在 很 多 代 间 得 到 维持 。 有 实验 显示 至 
少 一 个 草 履 虫 的 TES 的 母体 影响 足以 使 得 后 代 中 一 小 部 分 大 核 呈 正 S 的 细胞 转变 成 合 
有 较 大 比例 的 大 核 IES 的 细胞 《Duharcourt et al，1995) 。 这 种 影响 也 与 四 膜 虫 O 〇 与 E 
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接合 型 的 稳定 传代 相关 。 当 然 在 两 个 系统 中 都 发 现 了 一 定 程 度 的 不 对 称 性 ， 因 为 IES 
移 除 和 O 型 接合 型 的 决定 是 缺 省 的 发 育 通 路 ， 而 IES 的 保持 和 E 型 的 决定 需要 细胞 质 
的 信和 号 来 改变 既定 的 通路 。 这 些 系统 会 很 好 的 相关 ， 因 为 孟 德 尔 mF RA CHET 
G 基因 的 IES 的 移 除 ) 在 不 考虑 亲本 状态 时 会 引导 下 接合 型 的 决定 ， 这 个 发 现 将 两 个 
系统 联系 到 了 一 起 。 表 明 在 这 些 现象 背后 的 机 制 训 无 疑问 揭示 了 表 观 遗传 信息 的 母系 继 
承 的 全 新 模式 。 


11. 由 RNA FH AA A I A HR 


上 面 提 到 的 同 源 依赖 效应 表明 了 母体 体 细胞 和 生殖 细胞 基因 组 之 间 在 细胞 核 的 分 化 
中 会 有 信息 的 相互 传递 ， 这 种 交叉 会 改变 DNA 的 重 排 模式 。 只 有 高 度 同 源 性 的 序列 受 
到 影响 表明 这 种 交叉 是 由 核酸 介 导 的 。 这 种 调控 机 制 可 以 包 信 | 母体 大 核 的 转录 产物 ， 在 
大 核 的 发 育 时 期 向 外 运输 ， 如 果 转 录 产 物 中 包含 IES， 它 们 可 以 阻止 同 源 序列 的 移 除 。 
然而 ， 也 有 实验 表明 假定 的 母体 的 转录 产物 在 TES 移 除 引起 的 双 链 缺口 的 修复 过 程 中 
不 会 参与 成 为 供 体 模板 (Duharcourt et al. 1995). 如 果 保 护 性 的 母体 转录 产物 存在 ， 
那么 引起 基因 沉默 的 23 nt 的 siRNA 会 间接 通过 加 速 降 解 相 同 序列 的 保护 性 转录 产物 来 
达到 DNA 移 除 作用 的 目的 。 仅 仅 是 siRNA 的 这 个 功能 是 不 能 解释 重 排 模式 的 母系 继 
承 的 。 就 像 在 上 面 所 讨论 的 ， 似 乎 母体 大 核 的 转录 产物 和 源 于 减 数 分 裂 小 核 的 一 组 新 类 
型 的 短小 RNA 的 共同 作用 会 最 终 介 导 基因 组 的 重 排 。 


11.1 DNA 移 除 与 短 RNA 的 关系 


在 四 膜 虫 中 ， 经 典 的 异 染 色 质 修饰 H3K9 甲 基 化 ， 在 IES 移 除 前 标记 了 与 IES 相 
关 的 染色 质 。 这 个 修饰 是 如 何 特异 性 地 标记 这 些 最 终 将 被 移 除 的 DNA HEME? 有 人 
认为 一 条 类 似 RNAI 的 通路 通过 RNA 来 介 导 它 的 正确 定位 (综述 见 Mochizuki and 
Gorovsky 2004; Yao and Chao 2005). 。 利 用 同 源 RNA 分 子 来 移 除 DNA 的 最 初 预想 是 
通过 发 现 四 膜 虫 IES 在 接合 早期 是 双向 转录 的 现象 而 得 到 启发 的 (Chalker and Yao 
2001)。 真 正 的 突破 是 Mochizuki & (2002) 发 现 了 PIWI/Argonaute Z KEG (由 
TWI 编码 ) 在 整个 发 育 过 程 中 表达 ， 并 对 DNA 的 重 排 作用 非常 关键 (Mochizuki et 
al. 2002) 。 因 为 Argonaute E AE RNAi 介 导 过 程 的 主要 参与 者 ， 这 些 研究 者 寻找 并 发 
现 了 一 组 内 源 的 短小 RNA (24 28 nt), X RNA 能 与 生殖 细胞 基因 组 中 序列 特异 性 的 
互补 。 这 些小 RNA 的 干扰 会 破坏 TWH 基因 ， 使 得 发 育 体 细胞 核 中 的 H3K9 甲 基 化 现 
象 消失 。 这 项 工作 发 表 于 2002 年 ， 与 裂 殖 酵 母 中 的 实验 (第 6、8 章 ) 共同 建立 了 一 个 
新 的 理论 ， 即 异 染 色 质 是 由 小 的 同 源 性 的 RNA 以 H3K9 双 甲 基 化 沉默 为 目标 标记 到 特 
定 的 位 点 而 形成 的 。 

DCLI1 基因 编码 Dicer 核糖 核酸 酶 会 将 双向 转录 产生 的 RNA 加 工 成 约 28 nt 的 小 
RNA, DCL] 的 发 现 为 整个 过 程 的 调控 提供 了 新 的 视野 (Malone et al. 2005; Mochi- 
zuki and Gorovsky 2005)。 该 重 白 在 接合 早期 高 表达 ， 定 位 于 即将 进行 减 数 分 裂 的 小 核 
中 ， 表 明 小 RNA 的 产生 是 暂时 的 ， 并 且 空 间 上 与 生殖 细胞 核 相 关 。DCLI 的 干扰 会 导 
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11.2 在 草 履 虫 中 将 RNA 从 母体 转移 到 合子 大 核 中 


生殖 细胞 和 体 细胞 基因 组 的 序列 对 比 会 需要 十 分 复杂 的 机 制 ， 同 时 保证 大 量 RNA 
分 子 在 核 间 的 转运 以 及 由 扫描 模型 提示 的 对 大 数量 的 配对 的 影响 。 新 发 现 的 核酸 结合 
A Nowal 似乎 在 草 履 虫 中 参与 到 这 种 核 间 的 信息 传递 (Nowacki et al. 2005), Nowal 
在 减 数 分 裂 以 前 合成 ， 首 先 在 母体 大 核 中 累计 ， 就 像 Twil 蛋白 一 样 ， 然 后 在 合子 大 核 
发 育 时 期 重新 定位 。 在 Nowal 蛋白 后 连接 一 个 光 激 发 的 GFP 使 得 研究 人 员 可 以 下 结论 
说 这 种 重 白 是 从 一 种 核 型 转运 到 另 一 种 上 的 。 该 蛋白 的 一 个 结构 域 可 以 结合 RNA， 而 
第 二 个 结构 域 是 核 间 转 运 必须 、 必 要 的 ; 因此 ，Nowal 可 能 是 一 个 RNA 转运 者 。 

Nowal 在 新 的 大 核发 育 中 十 分 重要 ， 包 括 生 殖 细 胞 转 座 子 的 移 除 和 IES 子 集 的 移 
除 。 令 人 惊奇 的 是 ， 只 有 那些 受 母 体 调 控 的 IES 是 受到 Nowal RMB, HES 
本 吴 是 参与 核 间 基因 组 比 对 的 。 对 同 源 序列 存在 不 敏感 的 TES 并 不 依赖 于 Nowal 完成 
它 的 移 除 ， 更 确认 了 草 履 虫 体内 存在 机 制 不同 的 IES。 尽 管 体 内 与 Nowal 结合 的 核酸 
还 不 知晓 ，Nowal 缺失 时 的 影响 与 提出 的 扫描 理论 是 吻合 的 (图 7-9)， 也 表明 Nowal 
蛋 日 可 能 携带 RNA， 而 这 些 RNA 是 在 发 育 的 大 核 中 以 受 母体 控制 的 TES 和 转 座 子 为 
目标 的 。 





对 于 RNAi 的 研究 ， 尤 其 是 植物 和 线虫 ， 得 到 了 一 种 理论 ， 即 这 种 通路 进化 成 为 一 
种 防御 机 制 ， 使 细胞 具有 控制 病毒 和 转 座 子 的 繁殖 的 能 力 ， 而 该 途径 是 通过 降解 
mRNA 以 及 以 异 染 色 质 的 形成 为 目标 的 〈Matzke and Birchler 2005) 。 就 像 已 经 提 到 过 
的 ， 纤 毛 动物 生殖 细胞 基因 组 中 存在 的 转 座 片 段 在 体 细胞 大 核 的 发 育 过 程 中 被 移 除 ， 这 
有 效 地 掩盖 了 它们 的 作用 。 在 四 膜 虫 中 的 发 现 ， 也 就 是 H3K9 标记 基因 组 在 发 育 阶段 
会 被 移 除 的 区 域 也 表明 在 纤毛 生物 中 RNAi 机 制 的 使 用 与 它们 在 其 他 真 核 生 物 中 形成 异 
染色 质 的 功能 基本 上 是 相似 的 ; 纤毛 生物 只 是 更 进 了 一 步 ， 将 异 染 色 质 从 它们 的 体 细胞 
基因 组 中 移 除 了 。 尽 管 如 此 ， 纤 毛 生 物 研 究 最 大 的 贡献 在 于 RNA MR, CRA 
形成 卉 染色 质 或 者 被 移 除 的 特意 序列 是 通过 比较 母体 生殖 细胞 和 体 细 胞 的 基因 组 序列 得 
选 而 来 的 ， 从 减 数 分 裂 的 时 候 开 始 。 该 机 制 会 有 效 地 保护 转 座 子 在 生殖 细胞 的 移 除 效 
M: 有 性 繁殖 期 间 任 何 新 的 整合 人 母体 生殖 细胞 的 转 座 子 会 通过 与 体 细胞 基因 组 做 比较 
而 作为 外 来 成 分 被 识别 ， 使 得 后 代 的 体 细胞 基因 组 中 该 片段 被 移 除 ， 有 效 地 限制 了 它 的 
扩散 。 

四 膜 虫 中 以 DNA 移 除 为 目标 的 snRNA 会 介 导 跨 核 信息 交流 (trans-nuclear cross 
talk)。 现 在 仍然 不 清楚 是 否 整 个 小 核 基 因 组 产生 scnRNA， 但 是 未 发 表 的 结果 发 现 了 草 
履 虫 中 的 证 据 表 明 至 少 一 大 部 分 是 这 样 的 。Northern 印记 分 析 也 发 现 了 减 数 分 裂 特 异 
的 、 内 源 的 短小 RNA， 这 些 RNA 与 细胞 的 基因 相对 应 ， 也 与 转 座 子 和 IES 对 应 CM. 
Nowacki et al. 未 发 表 ) 。 这 些 短 小 RNA 长 25nt， 与 siRNA 的 23 nt 明显 的 区 分 开 来 。 
他 们 的 功能 上 与 四 膜 虫 的 snRNA 相似 ， 因 为 草 履 虫 特异 的 类 Dicer 基因 的 失 活 会 导致 
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它们 在 减 数 分 裂 时 期 无 法 产生 ， 无 法 移 除 转 座 子 和 母体 控制 的 IES， 同 样 也 无 法 将 母系 
继承 的 大 核 基 因 的 缺失 传递 到 下 一 代 CV. Serrano et al. 未 发 表 ) 。 

最 初 的 基因 组 扫描 模型 假设 scnRNA 是 与 大 核 中 重 排 的 DNA 相 比 较 后 ， 将 那些 匹 
配 的 大 核 基 因 序 列 失 活 ， 并 选 做 小 核 特 异 基 因 池 的 (图 7-10)。 然 而 ， 几 条 证 据 表 明 
scnRNA 可 能 与 大 核 衍 生 的 转录 产物 比较 而 非 DNA 本 身 。 如 果 与 DNA 比较 则 需要 将 整 
个 基因 组 DNA 解 旋 以 进行 比较 。 引 入 四 膜 虫 母体 大 核 、 并 可 以 干扰 DNA 移 除 的 IES 


a b 
1. 基因 组 转录 _ 1. 基因 组 
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图 7-10 生殖 细胞 和 体 细胞 基因 组 比较 的 转录 组 扫描 模型 

(a) 调控 缺陷 (1〉 减 数 分 裂 开 始 时 ， 大 多 数 或 者 几乎 所 有 的 大 核 和 小 核 基因 组 均 发 生 转 录 ; 大 核 内 的 虚线 表明 
无 特征 性 转录 。 小 核 转录 是 双向 的 ， 产 生 适 用 于 各 种 序列 的 snRNA ( 短 双 链 分 子 ) 〈 细 胞 基因 ， 亮 紫色 箭头 ; 
转 座 子 ， 橘 黄色 双 箭 头 ; IES， 绿 色 框 ) (2) scnRNA 进入 母 本 大 核 ， 进 而 与 同 源 的 转录 因子 配对 。 配 对 也 可 以 
发 生 在 胞 质 内 。(3) 在 小 核 特异 的 snRNA 进入 发 育 中 的 合子 大 核 时 ， 同 源 转录 因子 配对 的 snRNA 有 序 或 无 
序 地 和 同 源 序列 «CDNA 或 新 生 转 录 子 ) 配对 ， 从 而 定位 H3K9 甲 基 化 到 小 核 特 异 序列 〈 转 座 子 和 IES), (4) 
标记 的 序列 被 移 除 。(b) 母 本 大 核 基 因 的 转录 后 沉默 。 通 过 高 拷贝 转基因 或 dsRNA 的 转录 后 沉默 实验 诱导 产 
生 双 链 siRNA 至 基因 (红色 )。 这 些 siRNA 降解 同 源 母 本 体 细胞 转录 使 得 同 源 scnRNA 不 被 失 活 且 游 离 于 合子 
大 核发 育 中 的 基因 消除 的 靶 标 之 外 。 
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是 经 转录 的 ， 使 得 这 个 假说 可 能 成 立 (Chalker and Yao 2001; Chalker et al. 2005), 
从 TES 衍生 的 转录 产物 可 能 通过 降解 同 源 scnRNA 的 途径 来 保护 合子 IES 免 受 移 除 。 
细胞 质 中 存在 这 样 一 个 因子 可 以 补救 d48 株 中 A 基因 移 除 的 证 据 也 同样 支持 保护 性 转 
录 产 物 的 存在 ， 更 进一步 表明 snRNA 的 选择 会 发 生 在 胞 质 中 也 会 发 生 在 母体 大 核 中 。 
最 终 ， 这 可 以 解释 转录 后 基因 的 沉默 可 以 导致 它 在 下 一 代 中 的 移 除 ， 如 果 母 体 的 大 核 转 
录 产 物 被 23 nt 的 siRNA 降解 ， 同 源 的 snRNA 就 会 将 目标 集中 于 新 大 核 中 的 基因 移 
除 ， 而 不 是 母体 大 核 中 存在 的 基因 了 。 

这 个 修改 版 的 假设 可 以 被 称 为 转录 组 打 描 模型 〈transcriptome scanning model), 
该 模型 有 一 个 有 趣 的 方面 ， 即 是 所 有 配对 作用 会 在 RNA 分 子 之 间 发 生 。 如 果 scnRNA 
最 终 以 异 业 色 质 形成 为 目标 ， 那 么 它 就 会 和 新 形成 的 转录 产物 在 同 源 位 点 作用 ， 就 如 同 
在 桶 酒 裂 殖 酵 母 和 植物 中 那样 ， 那 么 后 续 的 配对 作用 就 与 选择 步 又 上 没有 本 质 的 差异 
本。scnRNA 在 减 数 分 裂 后 离开 小 核 后 可 以 简单 地 与 任何 RNA 配对 。 在 发 育 早期 与 多 
余 的 大 核 转录 产物 配对 会 有 效 地 去 除 同 源 性 的 snRNA。 当 合子 大 核 形成 并 开始 转录 没 
有 重 排 的 基因 组 时 ， 只 有 小 核 特 异 的 snRNA 可 以 与 新 生 的 转录 产物 相互 配对 。 这 些 
配对 作用 会 导致 DNA 移 除 因为 它们 发 生 在 大 核 的 发 育 阶段 ， 或 者 因为 它们 发 生 在 合适 
的 发 育 阶 段 。 | i 

在 这 个 模型 中 ， 自 身 〈 大 核 基 因 序列 》 和 非 自身 〈 生 殖 细胞 的 基因 组 寄生 序列 ) 的 
识别 是 由 简单 的 发 育 过 程 中 相似 配对 作用 的 相互 转换 决定 的 。 这 在 概念 上 与 哺乳 动物 的 
免疫 系统 学 习 识别 自身 和 非 自身 是 抑制 的 。 最 初 大 量 的 淋巴 细胞 表达 不 同 的 抗体 ， 但 是 
在 早期 发 育 阶段 学 会 识别 已 有 的 抗原 〈 可 能 是 自身 的 抗原 ) 并 将 它们 从 将 来 的 识别 池 中 
移 除 。 一 旦 过 了 这 个 阶段 ， 对 于 新 的 抗原 (可 能 是 外 来 的 抗原 ) 的 识别 会 导致 对 应 的 淋 
巴 细胞 的 大 量 表 达 。 纤 毛 生 物 基 因 组 免疫 系统 利用 RNAi 识别 的 机 制 与 哺乳 动物 细胞 的 
免疫 系统 是 平行 的 。 





最 近 对 四 膜 虫 和 草 履 虫 大 核 基因 组 的 测序 工作 会 使 这 些 单 细胞 模式 生物 在 表 观 遗 传 
学 机 理 研究 上 的 作用 持续 。 核 二 型 性 的 生物 学 使 得 染色 质 调 控 子 的 发 现 变 得 便利 ， 也 会 
为 更 新 的 发 现 提供 优 势 系 统 。 纤 毛 动物 具有 两 条 不 同 的 RNA 干扰 通路 ， 一 条 用 于 转录 
后 基因 沉默 ， 另 一 条 用 与 基因 组 的 表 观 遗 传 修饰 ,纤毛 生物 还 被 特异 性 地 用 于 解析 发 育 
过 程 中 RNA 指导 的 ， 同 源 依赖 的 调控 过 程 的 复杂 性 。Dicer 相关 的 核糖 核酸 酶 ，Argo- 
naute 类 似 的 蛋白 ， 还 有 它们 已 经 发 现 或 者 即将 被 发 现 的 相互 作用 蛋白 ， 现 代 研 究 都 到 
力 于 研究 它们 功能 的 特异 性 。 得 出 进化 树 上 纤毛 生物 的 系统 发 育 位 置 。 这 些 信息 会 有 助 
于 了 解 这 些 机 制 在 真 核 生物 中 的 进化 过 程 。 

正 是 不 同 表 观 遗传 现象 的 研究 使 得 人 们 承认 了 真 核 生物 中 RNA 介 导 的 调控 。 但 
是 ， 甚 至 在 这 层 了 解 之 前 ， 一 个 核 的 DNA 会 影响 到 另 一 核 同 源 序列 的 发 现 就 促使 纤毛 
生物 学 家 提出 了 反 式 作用 的 RNA 分 子 会 指导 同 源 依赖 型 核酸 信息 交流 的 假设 。RNA 
干扰 和 它 在 DNA 重 排 中 的 作用 证 实 了 这 种 假设 。 未 来 对 这 种 普遍 联系 的 深入 了 解 可 能 
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就 源 自 于 解析 是 什么 介 导 了 跨 核 信息 交流 的 。 

如 果 “ 转 录 组 扫描 ”假设 (图 7-10) 是 正确 的 ， 那 么 母体 体 细胞 的 转录 产物 阻止 
了 同 源 合子 DNA 序列 的 移 除 。 如 果 将 DNA 移 除 与 异 染 色 质 的 形成 等 同 看 ， 那 么 母体 
转录 产物 通过 阻 抑 DNA 的 移 除 来 促进 常 染色 质 同 源 序列 特异 性 的 修饰 。 那 么 这 些 转 录 
产物 对 同 源 基 因 的 作用 是 不 直接 的 ， 它 们 的 作用 途径 是 将 同 源 的 snRNA 失 活 ， 因 为 
scnRNA 会 协助 异 染 色 质 的 形成 。 然 而 ， 和 母体 转录 产物 的 这 种 作用 代表 了 一 种 新 的 机 理 
即 所 有 已 知 的 RNA 介 导 的 、 同 源 依赖 的 机 理会 引起 下 游 目的 基因 的 调控 ， 而 这 些 母 体 
转录 产物 不 一 定 是 编码 蛋白 的 mRNA。 本质 上 说 ， 小 RNA 被 较 长 的 转录 产物 降解 是 与 
已 经 证 实 的 基于 RNA 干扰 的 机 理 相 违背 的 ， 又 赁 什么 说 是 小 RNA 使 长 转录 产物 失 
活 呢 ? 

MRKAR RNA 的 作用 相互 持 抗 ， 那 么 它们 的 相互 作用 会 使 得 系统 朝 两 个 方向 中 
的 一 个 推进 ， 决 定 于 它 它们 相对 的 富余 量 。 这 表明 基因 表达 状态 的 遗传 可 以 依赖 于 来 自 
RNA 群体 的 持续 反馈 ， 而 不 是 仅仅 依赖 于 半 保 留 的 染色 质 复制 机 理 。 这 很 容易 让 人 相 
信 这 种 RNA 介 导 的 、 反 式 作 用 的 机 制 是 决定 了 草 履 虫 无 性 生殖 过 程 中 表面 抗原 基因 表 
达 的 稳定 性 的 ， 因 为 这 同样 可 以 解释 在 完成 有 性 生殖 以 后 ， 发 育 中 的 大 核 是 如 何 将 母体 
的 血清 型 通过 细胞 质 传 给 后 代 的 。 因 而 ， 基因 组 重 排 模式 的 表 观 遗传 可 能 只 是 复杂 的 基 
于 RNA 的 遗传 系统 的 一 个 部 分 而 已 。 

在 将 来 的 纤毛 动物 研究 进一步 解释 RNA 和 蛋白 如 何 介 导 调控 的 同时 ， 这 种 机 制 在 
其 他 生物 中 的 存在 以 及 它 与 已 知 的 表 观 遗传 机 制 的 联系 会 变 得 越 来 越 明 朗 。 基 于 RNA 
”的 遗传 机 制 是 广泛 存在 的 这 个 设想 并 非 不 可 信 的 。 近 期 对 于 多 核 真 核 生物 转录 组 向 外 运 
输 的 研究 表明 ， 其 体内 存在 大 量 且 复杂 的 非 编 码 转录 产物 (Mattick 2004; Meyers et 
al. 2004; Suzuki and Hayashizaki 2004; Cheng et al. 2005; Clacerie 2005), ， 同 时 也 发 
现 了 一 些 与 所 有 种 类 的 基因 组 都 匹配 的 小 RNA 的 普遍 存在 (Lu et al. 2005)。 很 多 同 
源 依赖 性 的 作用 ， 包 括 真菌 的 减 数 分 裂 期 基因 沉默 和 植物 中 的 副 突 变现 象 都 是 没有 得 到 
完全 解析 的 〈 见 第 6、9 章 ) 。 这 需要 所 有 真 核 生物 当然 也 包括 纤毛 动物 的 实验 结果 的 融 
合 、 交 叉 ， 或 许 这 样 才能 全 方位 地 揭示 表 观 遗传 学 。 


赵 FH 王 大 亮 译 
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(1. RNAi 通路 的 概述 


尽管 “RNAi” 一 词 最 先是 被 用 来 描述 线虫 中 外 源 dsRNA 诱导 的 基因 沉默 现象 
(Fire et al. 1998) ， 但 是 现在 它 更 广泛 地 表示 各 种 dsRNA 引发 的 基因 沉默 。RNAIi 涉 
及 的 步 又 包括 : dsRNA 的 产生 (可 以 是 内 源 的 也 可 以 是 外 源 的 ， 比 如 病毒 RNA 就 是 
外 源 的 )， 加 工 成 siRNA， 定 位 这 些小 分 子 到 mRNA (PTGS) 或 染色 质 区 域 (TGS)， 
从 而 引起 沉默 。 因 此 ， 我 们 在 介绍 TGS 特异 的 RNA 装置 的 组 分 之 前 ,我 们 先 讨论 一 
下 启动 RNAi 装置 的 dsRNA 的 来 源 。 

dsRNA 可 以 由 重复 DNA 元 件 双向 转录 产生 ， 也 可 由 能 够 形成 内 部 碱 基 配对 的 
RNA 转录 物 形 成 (分 别 见 图 8-la 和 b)。 举 个 例子 来 说 ， 反 向 重复 序列 区 转录 产生 的 
RNA 分 子 就 能 够 自身 折 交 形成 发 卡 结构 。dsRNA 反 向 被 Dicer 前 切 产 生 siRNA, Dicer 
是 RNase III 型 的 核酸 酶 。 这 些 都 是 互补 的 短 双 链 结 构 ，21 一 27 SRK, ENER 
3? 端 有 典型 的 2nt 的 突出 碱 基 (Hamilton and Baulcombe 1999; Zamore et al. 2000; 
Bernstein et al. 2001; Elbashir et al. 2001; Hannon 2002; Zamore 2002; Bartel 2004; 
Baulcombe 2004) 。 这 些 双 链 被 解 开 成 单 链 siRNA， 与 互补 目标 序列 通过 碱 基 配 对 起 到 
靶 向 作用 。 因 此 ， 它 们 是 在 RNA 介 导 的 沉默 机 制 里 起 中 心 作用 的 特殊 因 本。 


a 双向 转录 b 反 转 重复 转录 c 异常 转录 
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图 8-1 dsRNA 的 来 源 ，Dicer 核酸 酶 切割 dsRNA 产生 siRNA, siRNA 又 是 RNA 沉默 的 扳机 
(a) 在 酿酒 酵母 着 丝 粒 区 重复 序列 区 和 接合 型 沉默 位 点 的 cenH 区 都 有 双向 转录 。(b) 许多 植物 和 动物 细胞 中 
反 向 重复 序列 的 转录 可 能 产生 dsRNA. (c) 缺乏 合适 加 工 信 号 的 非 正 常 RNA 的 转录 也 可 能 引起 RdRP 合成 
dsRNA。 


到 目前 为 止 ， 已 经 鉴定 出 两 个 整合 有 siRNA WASI: RISC 和 RITS, 在 RNA 
诱导 沉默 复合 体 (RISC) 中 ，siRNA 通过 碱 基 配 对 识别 目标 mRNA， 起 始 siRNA Be 
对 mRNA 区域 的 内 切 降 解 (Hannon 2002; Bartel 2004) 。Argonaute/PIWI 家 族 蛋 日 
(RISC 的 一 个 组 分 ) 的 RNaseH 结构 域 执行 这 个 起 始 的 mRNA 切割 事件 。 在 核 内 
RNA 诱导 转录 沉默 (RITS) 复合 体 (类 似 于 RISO 中 ，siRNA 定位 复合 体 到 染色 体 
的 某 些 区 域 ， 引 起 相应 的 染色 质 修 饰 (Verdel et al. 2004; Buhler et al. 2006). RME 
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本 章 聚 焦 的 RITS 介 导 的 RNA 通路 。 

主要 的 Argonaute 和 Dicer 蛋白 还 参与 了 另外 一 种 涉及 microRNA (miRNA) 的 
RNA 沉默 机 制 。 内 源 非 编 码 基 因 转 录 产 生 的 RNA， 由 于 其 展开 的 dsRNA 区 域 而 形成 
发 卡 RNA 结构 ， 再 经 过 一 系列 步骤 加 工 形成 miRNA (Bartel, 2004; Filipowicz et al. 
2005), 。 和 siRNA 类 似 ，miRNA 长 21 一 24nt， 通 过 Argonaute 蛋白 形成 部 分 RISC 复 
合体 ， 和 定位 到 特异 的 mRNA 上。 这 种 定位 能 够 导致 PTWI/RNaseH 结构 域 对 mRNA 的 
剪 切 和 结合 mRNA 5 端 7meG 帽子 结构 抑制 翻译 。 这 可 能 还 与 将 mRNA 运输 到 细胞 质 
处 理 RNA 的 细胞 器 了 小 体 (processing bodies， 处 理 小 体 ) 的 过 程 相 偶 联 。 因 此 ， 尽 
管 siRNA I miRNA 通过 相似 的 机 制 来 灭 活 其 识别 的 mRNA， 但 它们 的 产生 却 是 通过 
至 少 两 条 不 同 的 dsRNA 加 工 途径 。miRNA 通路 之 所 以 能 够 辨别 自己 ， 是 因为 所 有 的 
miRNA 都 是 由 内 源 非 编码 基因 产生 的 ， 这 些 基因 主要 是 受 发 育 调控 的 ， 反 过 来 ， 这 些 
miRNA 又 主要 定位 在 同 源 基因 上 并 随 着 发 育 调控 它们 的 沉默 。 

尽管 dsRNA 可 以 由 双向 转录 产生 的 正义 链 和 反 义 链 复 性 生成 或 存在 于 发 卡 结构 
中 ， 但 在 有 些 细胞 中 ，RNAi 还 需要 另外 一 种 酶 来 产生 dsRNA。 这 就 是 在 植物 和 线虫 
中 发 现 的 RNA 指导 的 RNA 聚合 酶 (RNA-directed RNA polymerase, RARP) (Dalmay 
et al. 2000; Sijen et al. 2001). EFA siRNA 作为 引物 产生 更 多 的 dsRNA， 然 后 这 些 
dsRNA 再 被 Dicer 加 工 成 sRNA。 因 此 ，RdRP 的 主要 功能 就 被 认为 是 扩 增 RNAi 效 
应 ， 但 是 ， 就 像 后 面 要 讨论 的 ，RdRP 可 能 在 dsRNA 合成 的 起 始 中 有 着 更 多 的 特殊 功 
能 〈 见 第 5 节 )。 确 实 ，RdRP 可 能 还 参与 了 宿主 建立 更 好 的 抵御 外 源 dsRNA 进入 的 防 
御 体 系 的 过 程 。miRNA 沉默 通路 不 需要 RdRP 的 事实 就 支持 了 这 个 想法 (Sijen et al. 
2001) 。 有 趣 的 是 ， 昆 虫 〈 包 括 果 蝇 ) 和 准 椎 动物 (包括 哺 乃 动物 ) 的 基因 组 中 却 没有 
可 识别 的 RARP 类 似 的 序列 ， 有 可 能 在 这 些 生物 中 ， 其 他 的 聚合 酶 执行 了 dsRNA 合成 
的 功能 。 
那么 这 些 各 种 各 样 RNA 沉默 机 制 的 功能 到 底 是 什么 呢 ? 它们 在 从 酿酒 酵母 到 植物 
再 到 人 的 生物 中 都 是 保守 的 ， 在 基因 表达 调控 和 基因 组 稳定 中 (通过 在 着 丝 粒 和 端 粒 区 
形成 的 稳定 的 异 染 色 质 ) 发 挥 着 中 心 作用 。 此 外 ， 这 些 沉默 机 制 还 被 用 于 防御 转 座 子 和 
病毒 RNA， 降 解 它们 的 转录 产物 (Plasterk 2002; Li and Ding 2005) 。 一 些 转 座 子 转录 
产生 异常 RNA, RdRP 将 这 些 异 常 RNA 变 成 dsRNA， 进 而 引发 RNAi (图 8-1) 
(Baulcombe 2004) 。 


2. 关于 RNA 介 导 基因 转录 水 平 沉默 的 早期 证 据 


醒酒 酵母 和 拟 南 芥 中 有 几 个 关于 RNA 介 导 染色 质 修饰 的 已 经 研究 地 很 透彻 的 例 
子 。 在 讨论 这 几 个 例子 之 前 ， 我 们 先 简要 讨论 一 下 表明 RNA 介 导 染色 质 和 DNA 修饰 
的 几 个 早期 的 实验 。RNA 中 间 体 在 TGS 中 作用 的 最 早 证 据 来 源 于 对 植物 类 病毒 的 研 
究 。 马 铃 昔 纺锤 形 块 蔡 类 病毒 (potato spindle tuber viroid, PSTV) 的 基因 组 长 359nt， 
它 通过 RNA-RNA 途径 进行 复制 。PSTV 导入 土豆 基因 组 中 导致 核 内 同 源 序列 的 DNA 
甲 基 化 (Wassenegger et al.1994)。 然 而 ， 这 些 和 整合 到 基因 组 中 的 PSTV DNA 拷贝 
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只 在 支持 类 病毒 RNA 转录 的 植物 中 被 甲 基 化 ， 这 表明 有 RNA 中 间 体 指导 了 DNA FA 
基 化 (Wassenegger et al，1994)。 在 拟 南 并 中 ， 异 常 RNA 的 产生 导致 了 所 有 同 源 启 动 
子 区 的 DNA 甲 基 化 和 基因 转录 水 平 沉 默 (Mette et al，1999)。 这 个 结果 ， 还 有 病毒 基 
因 组 在 植物 中 的 复制 生成 的 小 RNA 大 小 都 在 22 nt 大 小 的 结果 都 说 明 与 RNAi 相 联 系 
的 机 制 介 导 了 DNA 甲 基 化 (Mette et al，2000)。 这 些 实验 结果 ， 以 及 最 早 在 矮 牵 牛 和 
土豆 中 发 现 的 重复 序列 转基因 诱导 基因 沉默 的 现象 ， 都 被 广泛 地 认为 RNAi 介 导 的 基因 
沉默 的 最 早期 例子 CNapoli et al. 1990; 见 第 9 BE). 

RNAi 和 TGS 联系 的 进一步 证 据 来 自 于 对 果 蝇 中 重复 序列 诱导 的 基因 沉默 现象 的 
研究 〈 见 第 5 章 )。 转 基因 多 个 串联 拷贝 的 导入 同时 导致 转基因 和 内 源 拷贝 的 沉默 
(Pal-Bhadra et al，1999) 。 这 个 沉默 需要 chromo 结构 域 蛋 白 Polycomb 的 参与 ，Poly- 
comb 同时 也 参与 了 将 同 源 异型 调控 基因 包装 成 异 染色 质 样 结 构 的 过 程 (Francis and 
Kingston 2001) 。 另 外 这 个 重复 序列 诱导 的 基因 沉默 还 需要 Piwi 和 蛋 日 的 参与 ，Piwi 重 
白 是 果 蝇 中 RNAi 所 需要 的 Argonaute 蛋白 家 族 的 成 员 (Pal-Bhadra et al. 2002) 。 在 四 
膜 虫 中 ， 小 RNA 的 积累 和 原生 动物 体 细胞 大 核 中 发 现 的 大 段 DNA 缺失 需要 男 一 个 Pi- 
wi 蛋白 家 族 成 员 。 这 些 结果 以 及 在 本 章 中 讨论 的 更 多 的 
最 新 研究 都 表明 ，RNAi 通路 参与 了 果 蝇 中 抑制 性 染色 质 结构 的 组 装 。 

其 他 重复 序列 诱导 的 沉默 机 制 已 在 丝 状 真菌 中 被 发 现 了 ， 包 括 粗糙 链 息 霉菌 中 发 现 
的 重复 序列 诱导 的 点 突变 (repeat-induced point mutation, RIP) 和 Ascobolus immersus 
中 发 现 的 减 数 分 裂 前 诱导 的 甲 基 化 (methylation induced pre-meiotically，MIP)。 这 些 
似乎 并 不 涉及 RNA 中 间 体 ， 因 为 它们 的 发 生 并 不 依赖 该 位 点 的 转录 状态 Galagan and 
Selker 2004) 。 然 而 ，RIP 和 MIP 涉及 配对 位 点 ，(〈 举 例 来 说 ) 基因 三 个 拷贝 中 的 两 个 
被 沉默 了 ， 表 明 某 种 涉及 同 源 位 点 的 DNA-DNA 相互 作用 的 机 制 诱导 了 基因 沉默 。 相 
反 ， 减 数 分 裂 中 非 配 对 基因 (silencing of unpaired DNA in meiosis, MSUD) 的 沉默 
CEE PURE) 则 涉及 RNAI 通路 (Shiu et al. 2001; 见 第 6 章 的 讨论 )， 
在 其 他 生物 体 中 也 有 相应 的 机 制 ， 包 括 在 线虫 中 (Maine et al. 2005; 见 第 15 BE). 





3. BHH 的 RNAi fo eh fs, AX 

酵母 染色 体 中 含有 大 量 的 异 染色 质 DNA 区 域 ， 主 要 是 位 于 着 丝 粒 区 和 接合 型 沉默 
位 点 (nat? /3) 的 重复 DNA 元件 (Grewal 2000; Pidoux and Allshire 2004)。 每 个 酿 
酒 酵母 的 着 丝 粒 都 包含 一 个 唯一 的 中 心 核心 区 (central core region，cnt)， 这 个 核心 区 
被 两 种 类 型 的 重复 序列 包围 着 ， 这 两 种 类 型 的 重复 序列 被 称 为 接合 型 沉默 (silencing 
mating-type) 最 内 (innermost，imr) 和 最 外 (outermost，otr) 重复 序列 (图 8-2). 
otr 区 本 身 又 是 由 dh 和 dg 重复 序列 组 成 。 酵 母 中 蜡染 色 质 的 形成 涉及 许多 反 式 作用 因 
子 的 相关 作用 ， 包 括 组 蛋白 去 乙酰 化 酶 (histone Deacetylases，HDAC) Clr4 (一 个 组 
蛋白 H3K9 甲 基 转 移 酶 ，histone H3K9 methyltransferase, HKMT),. H & H H3K9- 
methyl 结合 蛋白 、Swi6 CHP! 同 源 蛋 白 ) 和 Chpl。 最 开始 募集 Swi6 和 Clr4 BRE MRA 
为 导致 了 H3K9 甲 基 化 的 扩散 和 异 染色 质 的 形成 ，Clr4 催化 了 组 蛋 日 甲 基 化 ，Swi6 通过 
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目 身 的 相互 作用 介 导 了 甲 基 化 向 邻近 核 小 体 的 延伸 (Grewal and Moazed 2003) 。 
S.pombe 着 丝 粒 


otrL imrL cnt1 imrR otrR 


S.pombe 沉默 接合 型 


Atfi/Per1 


A.thaliana 着 丝 粒 


180-bp 重复 片段 j 
PPPPPPPPPP LTR PPPPPPPPPPPPD 


180-bp 重复 片段 
PPPPPPPPPP LTR PPPPPPPPPPPPP 
< 一 一 一 一 一 一 一 


图 8-2 ”酵母 和 拟 南 芥 中 染色 体 异 染色 质 区 域 的 组 织 

酵母 第 1 号 染色 体 的 着 丝 粒 区 如 图 所 示 。 唯 一 的 中 心 核心 Contl) 区 被 innermost (imrL Al im- 
rR) 和 outermost (otrL 和 otrR) 重复 序列 围绕 着 。otr 区 双向 转录 ， 产 生 正 向 GEA) ARR 
(红色 ) HRH. mat? 和 mat3 基因 之 间 的 区 域 包含 一 个 与 着 丝 粒 区 dg 和 dh 重复 序列 (cenH) 
同 源 的 区 域 ， 也 是 双向 转录 的 。Atfl 和 Perl 是 DNA 结合 和 蛋白， 它们 的 作用 与 接合 型 沉默 的 
RNAi 相对 应 。 拟 南 芥 的 着 丝 粒 由 180bp 的 重复 序列 (绿色 ) 和 散布 其 间 的 逆转 座 元 件 (黄色 ) 
组 成 。 在 逆转 录 因 子 长 末端 重复 序列 (Uong terminal repeat, LTR) 内 起 始 的 正 向 转录 物 和 180bp 
的 重复 序列 内 起 始 的 反 向 转录 物 如 图 所 示 。 


RNAi 通 路 中 组 分 的 突变 惊人 地 导致 了 着 丝 粒 蜡染 色 质 的 丢失 和 每 个 dg Mdh 重复 
元 件 内 双向 局 动 子 非 编码 的 正 问 和 反问 转录 物 的 积累 (图 8-2) (Volpe et al. 2002), RR 
酒 酵母 含有 编码 每 个 RNAi 通路 蛋白 的 单一 基因 ，Dicer、Argonaute 和 RARP 分别 是 
dcrl1”、agol “和 rdpl1*)。 这 些 基 因 的 任何 一 个 被 删除 后 都 会 导致 组 蛋白 H3K9 甲 基 化 
的 丢失 ， 而 且 突 变 体 表现 出 染色 体 分 离 缺 陷 ， 而 这 主要 是 与 异 染色 质 组 装 缺 隐 有 关 
(Provost et al. 2002; Volpe et al. 2003), WA, BRA) RNA 库 的 测序 鉴定 出 了 
特异 定位 在 着 丝 粒 重复 序列 区 域 和 核糖 体 DNA 重复 序列 上 的 约 22 nt 的 RNA， 这 意味 
着 cenRNA 可 以 产生 能 加 工 成 siRNA 的 dsRNA (Reinhart and Bartel 2002)。 因 此 ， 这 
意味 RNAi 通路 可 以 募集 Swi6 和 Clr4 到 染色 质 ， 起 始 或 维持 在 上 述 每 个 位 点 的 蜡染 色 
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质 形成 (图 8-3) (Hall et al. 2002; Volpe et al. 2002), 





沉默 染色 质 


图 8-3 异 染 色 质 的 组 装 
涉及 组 蛋白 修饰 酶 (HDAC 和 Clr4) 的 相关 作用 和 组 蛋白 结合 蛋白 〈 如 Swi6)， 并 且 能 够 由 RNAI 
机 器 指导 HDAC 去 乙酰 化 ，Clr4 结合 和 组 蛋白 H3K9 甲 基 化 依次 发 生 。Swi6 结合 到 H3K9 甲 基 化 
的 组 蛋白 尾巴 上 ， 伴 随 着 Swi6 BIRLA H3K9 甲 基 化 的 顺序 循环 导致 了 甲 基 化 的 蔓延 。 


有 趣 的 是 ，TGS 和 PTGS 机 制 似乎 都 有 助 于 cenRNA 的 下 调 。 正 向 链 转录 物 主 要 
是 在 转录 水 平 被 沉默 ，RNAi 突变 证 明了 这 一 点 (Volpe et al. 2002), mi, cen 转录 
物 的 反 向 链 却 不 受 Swi6 突变 的 影响 (Volpe et al. 2002) ， 并 且 这 个 cen 反 向 转录 物 的 
沉默 主要 发 生 在 转录 后 水 平 。 

RNAi 也 在 接合 型 位 点 (ma 给/3〉 的 沉默 中 起 作用 (Hall et al. 2002), mat? /3 W 
与 着 丝 粒 区 重复 序列 高 度 同 源 的 一 段 DNA (cenH, cenHomology) 打 斯 〈 图 8-2). 与 
cen 重复 序列 一 样 ，cenH 区 也 是 双向 转录 的 ， 产 生 正 向 和 反 向 转录 物 (Noma et al. 
2004), TE RNAi 突变 体 中 这 些 cenH 转录 物 积累 到 很 高 的 水 平 。 相 反 ，RNAi 不 是 搬入 
到 mat? /3 转基因 报告 基因 沉默 所 必需 的 ， 除 非 沉 默 不 是 一 开始 被 无 端的 前 弱 。 这 种 差 
别 的 原因 在 于 部 分 酶 基因 的 沉默 机 制 涉及 两 个 DNA 结合 蛋白 一 一 Perl 和 Atf1， 这 两 
个 蛋白 结合 mate /3, WRI RNAi 地 募集 异 染 色 质 机 器 〈Jia et al. 2004) 。 这 足以 在 缺 
乏 RNAi 的 情况 下 沉默 报告 基因 了 ， 但 并 不 能 阻止 非 编码 cex 互 转录 物 的 积累 〈 图 8-2)。 








BLT SA Lee aR 


已 经 发 现 酵 母 中 异 染 色 质 的 形成 和 其 他 系统 中 转录 基因 沉默 涉及 RNAi 通路 ， 而 这 
又 引起 一 个 问题 : RNAi 是 如 何 直接 调控 染色 质 结 构 的 呢 ? Chpl 是 一 种 chromo 结构 域 
蛋白 ， 是 异 染 色 质 的 结构 组 分 。 纯 化 Chpl 发 现 了 RITSA (Verdel et al. 2004). 
RITS 除 Chpl 之 外 ， 还 包含 酿酒 酵母 的 Agol 蛋白 和 未 知 功 能 的 Tas3 蛋白 。RITS 复 
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和 介 导 PTGS 的 RISC 复合 体 一 样 ，RITS 也 用 siRNA 来 识别 定位 的 。 与 RISC 不 
同 的 是 ，RITS 复合 体 结 合 在 染色 质 并 起 始 异 染色 质 的 形成 而 不 是 mRNA 的 失 活 。 
siRNA 如 何 能 够 定位 在 特异 的 染色 体 区 域 ? 有 两 种 可 能 的 机 制 被 提出 来 。 在 第 一 个 模型 
里 ， 与 RITS 复合 体 中 Agol 结合 的 siRNA 与 展开 的 DNA 双 螺 旋 配 对 结合 。 在 第 二 个 
模型 里 ，RITS 结合 的 siRNA 与 目标 位 点 非 编 码 RNA 转录 物 配 对 结合 (图 8-4). 

在 这 两 个 模型 中 ，RITS 通过 siRNA 结合 到 染色 质 ， 慕 集 Clr4 HKMT 并 导致 随后 
的 H3K9 甲 基 化 。Swi6 随后 结合 上 来 并 导致 H3K9 甲 基 化 的 扩散 和 蜡染 色 质 的 形成 。 
然而 ，RITS 与 染色 质 的 结合 也 需要 Clr4，Clr4 提供 了 RITS 复合 体能 结合 的 甲 基 化 
H3K9， 因 此 稳定 了 RITS 与 染色 质 的 结合 。 已 经 知道 Chpl 的 chromo 结构 域 特异 地 结 
合 甲 基 化 的 H3K9 残 基 (Partridge et al. 2002) 。 这 个 相互 作用 中 涉及 的 Clr4 和 Chpl 
chromo 结构 域 的 突变 都 导致 了 RITS 与 染色 质 结合 的 丢失 (Partridge et al. 2002; No- 
ma et al，2004) 。 另 外 ，RITS 也 能 在 缺乏 siRNA 的 情况 下 ， 通 过 Chpl 的 chromo 结构 
WTE mat? /3 和 端 粒 区 与 被 甲 基 化 H3K9 包 被 的 染色 质 区 域 结 合 〈Noma et al. 2004; 
Petrie et al. 2005), 总之，RITS 复合 体能 结合 染色 质 ， 通 过 Chpl 与 甲 基 化 H3K9 的 
结合 和 siRNA 与 DNA 或 RNA 转录 物 的 配对 结合 。 

最 新 的 证 所 有 力 地 支持 了 RITS 和 siRNA 在 异 染 色 质 组 装 起 始 中 地 作用 。Buhler 
等 (2006) 用 一 个 位 点 特异 的 RNA 结合 蛋白 人 工地 将 RITS 复合 体 聚 集 到 正常 情况 下 
ERK ura4 + 基因 的 RNA 转录 物 上 。 这 种 聚集 显著 地 导致 了 zxwrad” siRNA 的 产生 和 
ura41+ 基因 的 沉默 ， 这 种 作用 同时 依赖 RNA 和 蜡染 色 质 组 分 。 另 外 ， 这 个 系统 有 利于 
对 新 产生 的 siRNA 起 始 H3K9 甲 基 化 和 Swis 结合 的 能 力 做 出 估 测 ， 而 它们 又 是 异 染 色 
质 形 成 的 分 子 标记 。 有 趣 的 是 ， 新 产生 的 ura4 + siRNA 受 保守 的 siRNA 核酸 酶 Eril 负 
向 调控 ，Eril 将 siRNA 限制 在 它们 产生 的 地 方 。 然 而 ， 当 编码 Eril 的 基因 被 删除 后 ， 
ura4* siRNA 能 反 式 作用 沉默 urad + 基因 的 第 二 个 拷贝 ， 这 个 找 贝 在 同一 个 细胞 中 被 插 
人 在 另外 一 条 染色 体 上 。 这 个 实验 证 明 siRNA 可 以 作为 一 个 特殊 因子 定位 RITS MH 
染色 质 组 装 到 基因 组 中 曾经 活跃 的 区 域 。 

酵母 中 siRNA 起 始 基 因 沉 默 的 能 力 被 用 另外 一 种 方法 检查 过 ， 这 个 方法 依赖 于 能 
产生 与 GFP 转基因 同 源 的 siRNA 的 发 卡 RNA 的 表达 (Sigova et al，2004) 。 在 这 个 系 
统 中 ， 发 卡 siRNA 促进 了 GFP 报告 基因 在 PTGS 水 平 的 沉默 ， 而 不 是 TGS 水 平 的 
(Sigova et al. 2004) 。 现 在 还 不 清楚 为 什么 发 卡 siRNA 不 能 诱导 染色 体 上 GFP 拷贝 的 
TGS 和 异 染 色 质 组 装 。 一 个 可 能 的 解释 是 ， 异 染色 质 在 特异 的 核 内 亚 区 域 组 装 ， 在 这 
些 区 域 之 外 并 不 能 有 效 地 组 装 (Gasser et al. 2004; 见 第 4 章 )。 


5. dsRNA 的 合成 和 siRNA 的 产生 


酵母 中 着 丝 粒 DNA 重复 元 件 的 双向 转录 原则 上 可 以 作为 dsRNA 的 起 源 (Volpe et 
al，2002)。 正 向 和 反 向 转录 物 退 火 产 生 的 dsRNA 可 作为 Dicer 核酸 酶 的 底 物 。 然 而 ， 
RNA 指导 的 RNA 聚合 酶 和 它 的 共 作 用 因子 ， 以 及 Clr4 HKMT 都 参与 了 由 Dicer 59) 
产生 siRNA 的 过 程 (Hong et al. 2005; Li et al. 2005; Buhler et al，2006)。 这 些 结果 
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表明 由 Dicer 剪 切 产生 的 异 染色 质 siRNA 与 染色 质 和 Rdpl 依赖 的 事件 相 联 系 (图 8-4)。 

Rdpl 酶 位 于 一 个 多 蛋 已 的 复合 体 中 ， 这 个 复合 体 还 包括 Hrrl、RNA 螺旋 酶 、 
Cid12-DNA 聚合 酶 beta 家 族 的 成 员 ，poly (A) 聚合 酶 也 属于 这 个 家 族 (Motamedi et 
al，2004)。 这 个 复合 体 被 命名 为 RNA 指导 的 RNA 聚合 酶 复合 体 (RNA-directed RNA 
polymerase complex，RDRC)， 它 所 有 的 亚 基 都 参与 了 在 着 丝 粒 区 形成 异 染 色 质 的 过 程 
(Motamedi et al. 2004), REME Rdpl 存在 所 推断 的 一 样 ，RDRC 在 体外 具有 RNA 
指导 的 RNA 聚 合 酶 活性 ， 导 致 这 种 活性 丧失 的 突变 体 同 样 在 体内 导致 了 RNAi 依赖 的 
基因 沉默 的 丢 兴 (IMotamedi et al. 2004; Sugiyama et al. 2005), RDRC 体外 RNA 合 
成 的 活性 不 需要 siRNA 引物 (Motamedi et al. 2004), RITS 可 能 通过 募集 RDRC 提供 
体内 的 特异 性 ，RDRC 通过 siRNA 选择 模板 。 与 这 个 假说 一 致 的 是 ，RDRC 的 亚 基 参 
与 了 siRNA 的 产生 ， 从 细胞 内 纯化 的 不 含有 RDRC 任何 亚 基 的 RITS 复合 体 中 没有 
siRNA (Motamedi et al. 2004; Li et al. 2005; Sugiyama et al. 2005; Buhler et al. 
2006), Cid12 在 RDRC 中 的 存在 是 有 趣 的 ， 同 时 引出 了 一 种 可 能 性 ， 另 外 一 种 聚合 酶 
活性 参与 了 染色 体 相关 的 RNA 沉默 。 由 于 这 个 家 族 的 一 些 成 员 具 有 poly (A) RAM 
的 活性 ， 所 以 有 一 种 可 能 就 是 ，Rdpl 产生 的 dsRNA 的 腺 嗓 叭 化 功能 对 其 进一步 加 工 
是 重要 的 。 有 趣 的 是 ，Cid12 样 蛋 白 在 整个 真 核 生 物 界 都 是 保守 的 〈 表 8-1); Rde-3 是 
线虫 中 这 个 蛋白 家 族 的 成 员 ， 它 的 突变 导致 了 RNAI 的 缺陷 (Chen et al. 2005)， 证 实 
了 这 些 在 RNA 通路 中 的 保守 性 。 

有 相关 的 证 据 表 明 ，dsRNA 的 合成 和 加 工 与 染色 体 上 非 编 码 着 丝 粒 RNA 转录 位 
点 上 发 生 的 异 染 色 质 siRNA 产生 有 关 (图 8-4) 。 这 些 证 据 是 : 第 一 ，Rdpl 可 以 和 着 丝 
粒 DNA 重复 序列 交 联 (Volpe et al. 2002; Sugiyama et al，2005)， 也 可 以 和 这 些 区 域 
产生 正 反 向 转录 物 交 联 (Motamedi et al，2004) 。 与 同 DNA 的 交 联 一 样 ， 与 着 丝 粒 
RNA 的 交 连 也 需要 Dicer 和 Clr4， 是 siRNA 和 染色 质 依 赖 的 。 第 二 ，siRNA 的 产生 需 
要 染色 质 组 分 ， 包 括 Clr4、Swi6 和 HDAC Sir2 (Hong et al. 2005; Li et al. 2005; 
Buhler et al，2006) 。 最 后 ，RDRC 和 RITS 的 结合 依赖 siRNA 和 Clr4， 表 明 发 生 在 染 
色 质 上 上 (Motamedi et al，2004) 。 因 此 ，dsRNA 和 蜡染 色 质 siRNA 的 产生 可 能 涉及 莫 
Æ RDRC 到 与 染色 质 相 连 的 新 生 premRNA 转录 物 ， 如 图 8-5 所 示 (Martienssen et al. 
2005; Verdel and Moazed 2005) 。 转 录 和 siRNA 的 产生 很 可 能 是 同时 发 生 的 事实 强调 
T RNA 沉默 机 制 间 的 差别 ， 这 些 机 制 介 导 了 染色 质 修饰 和 PTGS。 然 而 ， 这 个 差别 也 
不 可 能 是 绝对 的 。 举 个 例子 ， 在 线虫 中 ， 几 个 染色 质 组 分 的 突变 会 导致 和 酵母 中 类 似 的 
RNAi 和 转 座 子 诱导 的 RNA 沉默 的 缺陷 〈 见 表 8-1) (Sijen and Plasterk 2003; Grishok 
et al, 2005; Kim et al，2005) ， 引 出 一 种 可 能 ， 不 管 沉默 发 生 在 TGS 还 是 PTGS KF 
上 ， 有 些 dsRNA 的 合成 和 加 工 发 生 在 染色 体 上 。 


表 8-1 RNAI 和 蜡染 色 质 蛋白 的 保守 性 


S. pombe A. thaliana C. elegans Drosophila H. sapiens 
Der] DCLi~4 Der-1 Deri 和 2 DCR-1 
Agol AGOI~10 Rde-1, Alg-1 和 -2 Agoi-~3, Piwi AGO-1~ AGO-4 


PRG-1.2 #119 个 其 他 的 Aubergine/Sting Piwi-1~Piwi-4 PIWI-1~PIW1-4 
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续 表 
S. pombe A. thaliana C. elegans Drosophila H. sapiens 
Chpls CMT3 = — 一 
Tas3? = 一 一 一 
Rdpl RDR1 一 6 Ego-1, Rrf-1 to -3 = i 
Hrrl SGS2/SDE3 ZK1067. 2 GH20028p KIAA1404 
Cid12 = Rde-3, Trf-4° C11265° POLS: 
Swi6 LHP1(TFL2) Hpl-1, Hpl-2,F32E10. 6 HP1 HPle,8,Y 
Clr4 SUVH2~6 一 4 Su( var) 3-9 SUV39H1 和 2 
Rikle DDBI1 M18. 5 Ddbl DDB1 
Cul4 CUL4 Cul4 Cul4 CUL4 
Sir2 SIR2 Sir2-1 Sir2 SIRT1 
Eril ERT Eri-l CG6393 THEX1 


a chromo 结构 域 蛋白 Chpl 在 表 中 所 列 的 其 他 模型 生物 中 没有 发 现 明显 的 正 同 源 物 ， 但 是 大 部 分 真 核 细胞 都 含 
有 多 种 chromo 结构 域 蛋白 。CMT3 是 拟 南 芥 中 chromo 结构 域 DNA 甲 基 转移 酶 ， 和 AGO 在 同一 个 通路 中 起 作 
用 ， 可 能 与 Chpl 同 源 。 

b Tas3 没有 明显 的 同 源 物 被 发 现 ， 但 与 鼠 卵 梨 符 丸 特异 蛋白 (NP _ 035152) 有 着 微弱 的 序列 相似 性 。 

c Cid12 属于 一 个 保守 的 蛋白 大 家 族 ， 它 们 与 经 典 的 poly (A) RAMU 2'5' SERRA RMA BPS 
相似 性 。 

d 在 线虫 中 有 大 约 20 种 SET 结构 域 蛋白 ， 但 是 线虫 中 还 没有 发 现任 何 一 个 H3K9 HKMT, 

e 酵母 中 有 另 一 个 Rikl 样 的 蛋白 ，Ddb1， 它 参与 了 DNA 损伤 修复 。 多 细胞 动物 和 植物 中 似乎 只 有 一 个 Rikl 
样 的 基因 ， 称 为 Dab1， 其 被 证 明 参 与 了 DNA 损伤 修复 ， 但 是 还 不 知道 它 是 否 参 与 了 异 染色 质 形 成 。 


6. RNA-RNA 和 RNA-DNA 识别 模型 


要 弄 清 RNAi 在 异 染 色 质 组 装 中 作用 的 一 个 罕 出 问题 是 ，RITS/RDRC BAS 
DNA 或 新 生 RNA 结合 ? RNAi 机 器 组 分 聚集 到 基因 转录 物 上 能 顺 式 诱导 异 染 色 质 依赖 
的 基因 沉默 的 研究 结果 清楚 地 表明 ， 这 个 过 程 能 够 被 通过 与 新 生 RNA 转录 物 的 相互 作 
用 而 加 强 (Buhler et al. 2006) 。 重 要 的 是 ， 顺 式 限 制 排除 了 dsRNA 合成 和 siRNA 产 
生 的 起 始 事件 发 生 在 成 熟 转录 物 上 的 可 能 性 ， 因 为 不 同等 位 基因 的 mRNA 产物 是 不 能 
被 区 分 开 的 。 还 有 一 个 RNA-RNA 相互 作用 模型 的 直接 推测 ， 目 标 位 点 的 转录 参与 了 
RNAi 介 导 的 异 染 色 质 组 装 。 尽 管 需要 转录 这 一 点 还 没有 被 直接 检测 过 ， 但 是 RNA R 
合 酶 1 两 个 不 同 亚 基 Rpb2 和 Rpb7 上 的 突变 可 导致 siRNA 的 生成 和 异 染 色 质 组 装 的 特 
异 缺 陷 ， 而 不 是 总 转录 的 缺陷 (Djupedal et al. 2005; Kato et al. 2005)。 这 使 人 联想 到 
Rbpl 突变 体 。Rbpl 突变 体 在 转录 延伸 相关 的 组 蛋白 修饰 〈 即 H3K4 甲 基 化 和 H2B iz 
素 化 ) 上 有 人 缺陷 (Hampsey and Reiberg 2003)， 为 RNAI TR H3K9 甲 基 化 和 异 染 
色 质 形成 可 以 通过 RNAi 复合 体 与 RNA pol I 的 结合 而 与 转录 延伸 联系 在 一 起 的 假说 提 
供 了 例证 。 事 实 上 ， 与 获得 广泛 承认 的 异 染 色 质 是 不 可 接近 的 结构 并 抑制 转录 的 观点 相 
矛盾 的 是 ，RNAi 介 导 的 异 染色 质 形成 对 RNA pol [与 酵母 着 丝 粒 重复 序列 的 结合 几乎 
没有 作用 (Volpe et al. 2002; Djupedal et al. 2005; Kato et al. 2005; Buhler et al. 
2006) 。 因 此 ， 新 生 RNA 转录 物 ， 在 RNA-RNA 识别 模型 中 以 RITS 模板 起 作用 ， 存 
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在 于 蜡染 色 质 区 域 (图 8-4). 

通过 体内 交 联 实 验证 明 RITS 和 RDRC 的 组 分 可 定位 在 非 编码 的 着 丝 粒 区 RNA 
上 ， 这 个 实验 结果 也 支持 RNA-RNA 定位 模型 (Motamedi et al. 2004), 这 种 定位 依赖 
丁 sSIRNA， 这 意味 着 它 涉 及 与 非 编 码 RNA 碱 基 配对 相互 作用 。 另 外 ， 这 还 需要 Clr4 
HKMT 的 参与 ， 意 味 着 与 RITS 和 甲 基 化 H3K9 相 结合 且 发 生 在 染色 质 上 。 不 过 ， 
siRNA 可 以 直接 通过 碱 基 配 对 相互 作用 识别 DNA 的 可 能 不 能 被 排除 。 举 个 例子 ， 在 植 
物 中 ， 与 不 转录 的 启动 子 区 互补 的 siRNA 还 能 指导 DNA 甲 基 化 ， 这 是 这 些 区 域 异 染 
色 质 形成 中 的 另 一 个 修饰 〈 见 第 9 BE), 


| ”7. RNAi 如 何 募集 染色 质 修饰 酶 ? 


募集 Clr4 和 Swi6 是 启动 组 蛋白 H3K9 甲 基 化 和 异 染 色 质 组 装 的 一 个 关键 步骤 ， 它 
可 能 通过 一 种 自 调节 修饰 的 模式 (图 8-3， 图 8-4) (Grewal and Moazed 2003)。 然 而 ， 
由 于 RITS 结合 染色 质 和 Clr4 催化 组 蛋白 H3K9 甲 基 化 是 相互 依赖 的 过 程 ， 所 以 很 难 
判断 哪个 事件 提供 了 依赖 RNA 的 异 染 色 质 组 装 的 引子 。 这 个 “ 先 有 鸡 还 是 先 有 和 蛋 ” 问 
题 的 一 个 答案 是 ，siRNA 依赖 的 碱 基 配 对 相互 作用 可 能 提供 了 异 染 色 质 组 装 的 起 始 信 
号 《图 8-4)。 与 这 个 假说 一 致 的 是 ，ura4” siRNA 的 产生 促进 了 urat EAKA 
贝 的 沉默 ， 并 与 募集 RITS 和 Swi6 到 染色 质 相 联系 (Buhler et al. 2006)。 然 而 ，RITS 
的 起 始 结 合 也 许 是 瞬时 的 ， 是 很 难 检 测 到 的 ;RITS 与 染色 质 的 紧密 结合 需要 两 个 事件 
的 相互 作用 : ORITS 结合 的 siRNA 和 新 生 转 录 物 的 相互 作用 和 名 Chpl 的 chromo 结 
构 域 结合 到 甲 基 化 的 H3K9 上 。 在 这 个 模型 中 ，RITS 本 身 直接 募集 Clr4， 或 者 Clr4 被 
一 种 相对 应 的 通路 所 暮 集 ， 这 个 通路 涉及 一 个 或 更 多 的 DNA 结合 蛋白 ， 就 像 在 接合 型 
沉默 和 端 粒 区 的 例子 一 样 (Jia et al. 2004; Kanoh et al，2005) 。 在 另外 一 个 版 本 中 ， 
Clr4 介 导 的 H3K9 甲 基 化 可 能 参与 稳定 RITS 和 染色 质 的 结合 ， 进 而 导致 RDRC HEF 
集 、dsRNA 的 合成 和 siRNA 的 形成 (图 8-5) 。 

Clr4 最 近 被 发 现 是 一 个 多 蛋白 复合 体 的 组 分 ， 这 个 复合 体 含 有 异 染 色 质 蛋白 Rik1、 
Cullin E3 泛 素 连接 酶 、Cul4 和 几 个 其 他 蛋白 (Hong et al. 2005; Horn et al. 2005; Jia 
et al, 2005; Li et al. 2005) 。 这 些 Clr4 结合 蛋白 进一步 强化 了 RNA 和 蜡染 色 质 形成 之 
间 的 联系 。Rikl 是 beta propeller WD 重复 蛋白 大 家 族 的 成 员 ， 参 与 RNA 和 DNA 的 结 
合 。 这 个 家 族 的 成 员 包 括 ， 涉 及 前 体 mRNA 前 切 的 剪 切 多 聚 腺 苷 酸 特异 因子 A (cleav- 
age polyadenylation specificity factor A, CPSF-A) 和 涉及 结合 UV 损伤 DNA HACE 
Fa 1 CDNA damage binding 1, Dbd1), CPSF-A 有 着 特殊 的 意义 ， 因 为 Rikl 与 其 涉及 
mRNA 2 3 RB RNA 推测 的 RNA 结合 结构 域 有 着 序列 相似 性 〈Barabino et al. 
2000). Dbdl 蛋白 和 Rikl 一 样 是 Cul4 E3 泛 素 连接 酶 复合 体 的 组 分 ， 参 与 了 UV 损伤 
DNA 的 识别 和 修复 (Higa et al. 2003; Zhong et al. 2003) 。 一 个 令 人 兴奋 的 可 能 性 是 ， 
Rikl 和 CPSF-A 和 Dbdl 以 类 似 的 方式 在 异 染 色 质 组 装 过 程 中 结合 于 RNAI 的 产物 上 
(图 8-5). 
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图 8-5 “酵母 中 共 转 录 dsRNA 和 siRNA 产生 和 Clr4-Rikl-Cul4 组 蛋白 甲 
基 转 移 酶 募集 的 模型 


”8. PRP RNAI 介 导 的 染色 质 和 DNA 修饰 


植物 中 RNAI 指导 蜡染 色 质 修饰 的 机 制 与 酿酒 酵母 中 机 制 类 似 ， 但 仍 有 很 多 差异 。 
最 重要 的 差别 是 植物 在 许多 抑制 的 异 染 色 质 区 域 有 甲 基 化 的 DNA: 从 这 个 方面 来 说 ， 
是 与 背 椎 动物 相似 ， 而 与 线虫 和 果 蝇 不 同 (Lippman and Martienssen 2004) 。 在 寻找 可 
降低 RNA 介 导 的 TGS 表 型 的 4 个 突变 筛选 中 ， 发 现 了 H3K9 特异 的 HKMT 和 RNAi 
组 分 的 突变 ， 并 揭示 它 也 需要 DNA 甲 基 转 移 酶 ，SWI/SNF 重 塑 复合 体 和 一 个 新 的 
RNA 聚合 酶 的 作用 (Baulcombe 2004) 。 这 些 筛选 在 第 9 章 中 有 详细 阐述 ， 这 里 我 们 简 
要 比较 一 下 酿酒 酵母 和 植物 中 的 机 制 。 

沉默 突变 体 的 每 个 筛选 都 用 反 式 导入 的 反 向 重复 序列 来 诱导 内 源 或 转基因 报告 基因 
的 沉默 。 沉 默 的 减轻 意味 着 有 一 个 突变 发 生 在 沉默 通路 的 一 个 必需 组 分 中 。 所 用 的 内 源 
基因 是 PAR (参与 氨基 酸 的 生物 合成 ) (Mathieu and Bender 2004) 和 SUPERMAN 
(一 个 调控 花 发 育 的 转录 因子 ) (Chan et al，2004) ， 转 基因 报告 基因 是 由 病毒 或 种 子 特 
异 的 强 启动 子 驱动 的 (Matzke et al，2004)。 在 每 个 例子 中 ， 沉 默 都 发 生 在 局 动 子 上 ， 
在 有 些 例子 中 还 发 生 在 基因 的 其 他 部 分 。 这 些 筛 选中 发 现 的 大 量 基 因 如 图 8-6 所 示 A 
见 表 9-1) 。 在 这 些 筛 选中 只 鉴定 出 一 个 RNAi 突变 ， 即 是 argonaute 基因 AGO4 。 其 中 
的 3 个 第 选 获得 了 发 生 在 DNA 甲 基 转 移 酶 中 的 突变 ， 包 括 MET] 和 CMT3。 与 哺乳 动 
物 DNMT3 相关 的 第 3 个 DNA 甲 基 转移 酶 通过 反 向 遗传 被 鉴定 出 来 ， 这 是 由 于 其 活性 
被 DRM1 和 DRM? 基因 编码 ， 而 两 个 重复 功能 的 基因 无 法 在 单 突变 筛选 中 被 确定 〈 见 
第 9 章 ) 。 确 实 ， 功 能 宛 余 性 也 许 解释 了 筛选 RNAI 其 他 组 分 的 失败 ， 例如， 尽管 类 
Dicer #§ (Dicer-like 3, DCL3) 和 RNA 依赖 的 RNA RAM I (RNA-dependent poly- 
merase 2, RARP) 是 转 座 子 和 和 重复 序列 相关 的 24nt siRNA 生成 所 必需 的 ， 在 拟 南 并 
中 至 少 有 两 个 其 他 的 DCL 基因 能 够 在 某 种 程度 上 替代 DCL3 (Gasciolli et al. 2005), 
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T PAL 筛选 中 发 现 的 其 他 突变 还 包括 H3K9 甲 基 转 移 酶 基因 KYP/SUVH4 中 的 
突变 和 含有 chromo 结构 域 的 DNA 甲 基 转 移 酶 基因 CMT3 上 的 突变 。 这 个 例子 中 与 酿 
笨 醇 母 对 应 的 现象 是 显著 的 ，RITS 复合 体 包 含 一 个 Argonaute 蛋白 和 chromo 结构 域 
ÆA Chpl、Chpl 与 染色 体 的 结合 依赖 H3K9 甲 基 化 。 然 而 ， 与 酿酒 酵母 不 同 的 是 ， 拟 
南天 中 CMT3 或 H3K9me2 的 丢失 并 不 会 导致 siRNA HEF (Lippman et al. 2003), 
还 不 清楚 这 些 蛋 白 是 否 与 AGO4 一 起 形成 复合 体 。 然 而 ， 拟 南 芥 中 有 几 个 其 他 的 H3K9 
特异 的 HKMT， 其 中 至 少 有 3 个 有 遗传 学 功能 ， 所 以 宛 余 性 也 许 是 部 分 解释 (Ebbs et 
al, 2005), 

其 他 DNA 甲 基 转移 酶 中 突变 ， 如 MET] 和 DRM1/2, 45 CMT3 中 的 突变 相反 ， 
能 够 导致 siRNA 积累 的 丢失 ， 至 少 能 导致 部 分 转 座 子 和 串联 重复 序列 来 源 的 RNA 的 
积累 ， 这 些 如 果 转 录 将 主要 生成 siRNA (Martienssen 2003) 。 在 这 些 例 子 中 ，siRNA 
WERS H3K9me2 的 丢失 相关 (Cao et al. 2003; Lippman et al, 2003), SWI2/SNF2 
染色 质 重 塑 ATPase DDM1 (降低 DNA 甲 基 化 ) 的 突变 也 驱除 了 siRNA 和 H3K9me?2 
在 大 范围 转 座 子 上 的 积累 ， 尽 管 当 siRNA 保留 时 ，H3K9me2 也 会 保留 (Lippman et 
al. 2003)。 因 此 ， 在 植物 中 siRNA 通过 结合 甲 基 化 DNA 而 不 像 在 酵母 中 通过 结合 甲 
基 化 组 蛋白 来 结合 染色 体 (图 8-7). 

DDMI 还 对 转 座 子 和 重复 序列 有 一 个 精确 特异 性 ， 通 过 与 基因 的 差别 来 识别 它们 。 
siRNA 也 许 是 通过 甲 基 结合 蛋白 结合 到 染色 体 上 ， 它 应 该 有 其 特异 性 来 区 别 这 种 差异 。 
与 此 一 致 的 是 ， 拟 南 芥 中 的 转 座 子 和 重复 序列 是 24nt 和 部 分 2int siRNA 的 主要 来 源 
(Lippman et al，2004) 。 寿 丝 粒 卫 星 重 复 序列 ， 在 每 个 着 丝 粒 两 侧 都 以 数 以 万 计 的 串联 
拷贝 排列 ， 它 们 也 被 转录 和 被 RNAi 加 工 〈 图 8-6)。 这 个 加 工 依赖 DCL3、RDR2 和 
DDM1。 沉 默 还 依赖 H3K9me2 和 CMT3。 沉 默 比 酿酒 酵母 中 的 复杂 的 多 ， 逆 转 座 子 插 
人 到 重复 序列 能 被 沉默 ， 这 是 依赖 于 包含 有 METI, DDM1 和 组 蛋白 去 乙酰 化 酶 
HDA6 的 其 他 机 制 (May et al. 2005), 

WHEE), MAREP RNA 聚合 酶 也 的 亚 基 参 与 沉默 和 siRNA 生成 ， 这 支持 了 
RNAi 和 染色 质 修饰 装置 被 新 生 转 录 物 募集 到 染色 体 上 的 假说 (图 8-7)。 在 拟 南 芥 中 ， 
一 种 新 RNA RH CRNA RAB 六) 的 两 个 亚 基 在 上 面 提 到 的 4 个 筛选 中 被 找到 
(Kanno et al，2005) ， 但 却 是 与 RNA 依赖 的 RNA 聚合 酶 中 的 突变 一 起 被 第 一 次 作为 
PTGS 中 的 弱 罕 变 体 被 分 离 出 来 ，(Herr et al，2005)。 还 不 清楚 是 什么 模板 被 RNA R 
合 酶 信使 用 ， 甲 基 化 DNA (Onodera et al. 2005) 和 双 链 RNA (Vaughn and Martiens- 
sen 2005) 都 可 能 是 。RNA 聚合 酶 了 中 只 有 最 大 的 亚 基 是 独特 的 ， 小 亚 基 和 RNA 聚合 
酶 开 中 使 用 的 一 样 。 这 些 得 选中 获得 的 其 他 SWI2/SNF2 染色 质 重 塑 子 可 能 改变 了 局 部 
染色 质 结构 促进 了 RNA 聚合 酶 的 活性 。 因 此 ， 很 有 可 能 是 通过 RNA RAMEN UE 
HJ (Kanno et al. 2004). DDM1 可 能 也 有 类 似 的 作用 ， 转 座 子 沉默 需要 DDM] (也 
是 一 个 染色 质 重 塑 子 ) 远 比 需要 RNA RAEN RAe SWI2/SNF2 蛋白 更 迫切 。 

基因 能 够 被 附近 的 转 座 子 表 观 遗传 沉默 ， 拟 南 并 中 的 一 个 重要 的 例子 就 是 印记 的 同 
源 异 型 基因 FWA (Kinoshita et al. 2004) 。 这 个 基因 的 前 两 个 外 显 子 是 非 编 码 的 并 形 
成 一 个 串联 重复 ， 这 是 因为 SINE 元 件 早已 整合 到 这 个 位 点 上 (Lippman et al. 2004), 
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图 8-6” 拟 南 芥 中 RNAI 和 RNAi 介 时 的 DNA 和 组 蛋白 甲 基 化 必需 的 染色 质 蛋 白 总 结 

从 重复 DNA 元 件 合成 的 dsRNA 为 Dicer Je SRB A siRNA 的 产生 CDCL3 和 其 他 Dicer) 提供 了 
底 物 。RNA 指导 的 RNA RAB (RNA-directed RNA polymerase, RARP, RdR2) 和 RNA Be his IV 
(RNA pol IV) 可 能 直接 参与 了 dsRNA 的 合成 或 扩 增 。siRNA 装载 到 Argonaute BA CA AGO4) 
上 ， 它 很 有 可 能 与 其 他 因子 一 起 帮助 定位 到 识别 的 重复 序列 ， 其 DNA 和 H3K9 被 甲 基 化 。 
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图 8-7 RNA SWINE RNAI 指导 的 DNA 和 /或 组 蛋白 H3 甲 基 化 中 作用 的 假说 模型 
(a) RNA 聚合 物 生 转录 甲 基 化 的 DNA; RdR2 用 RNA 聚合 物 甩 产物 合成 dsRNA, AE siRNA HS RRB 
复合 体 结合 到 染色 体 上 。(b) RNA RAHNA RdR2 合成 的 dsRNA 模板 来 产生 更 多 的 ssRNA 模板 。 
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Æ met] (RI DNA 甲 基 转 移 酶 ) 突变 体 中 ，SINE 元 件 来 源 的 siRNA BAT, IF HE 
因 表 达 在 分 生 组 织 中 被 显著 上 调 ， 导 致 了 开花 延迟 。 在 RNAi 突变 中 或 siRNA 丢失 时 
都 没有 观察 到 这 样 的 表 型 。RNAi 可 能 在 起 始 FWA 沉默 中 起 作用 ， 因 为 当 FWA 转 基 
因 被 首次 导 人 植物 后 就 被 迅速 沉默 了 ， 这 个 沉默 是 依赖 DCL3、RDR2 和 AGO4 的 
(Chan et al，2004) 。 沉 默 可 能 被 MET1 调控 的 DNA 甲 基 化 所 维持 。 相 似 的 是 ， 在 
metl 突变 体 中 丢失 了 siRNA 的 转 座 子 不 能 在 回 交 后 被 沉默 ， 但 是 没有 丢失 siRNA 的 
可 以 被 再 沉默 ， 提 示 siRNA 在 沉默 重建 中 是 顺 式 的 而 不 是 反 式 的 (Lippman et al. 
2003)。 类 似 的 是 ， 上 晚 花 FWA 等 位 基因 在 被 从 met] 或 ddm1l 突变 背景 中 移 除 后 的 回 交 
中 能 稳定 地 继承 ， 这 是 因为 表 观 等 位 基因 的 维持 是 可 继承 的 (Soppe et al. 2000), 
最 后 ，miRNA 在 有 些 环境 中 指导 基因 的 DNA 甲 基 化 也 是 可 能 的 。 拟 南 芥 中 
PHABULOSA 基因 的 mRNA 被 miRNA165 和 166 前 切 ， 并 且 基 因 本 身 与 miRNA 
对 的 区 域 下 游 也 被 甲 基 化 。 有 趣 的 是 ， 这 个 配对 跨 过 一 个 外 显 子 连接 区 ， 如 果 这 指导 了 
甲 基 化 的 话 ， 剪 切 的 RNA 必须 与 miRNA 相互 作用 (Bao et al. 2004) 。 同 一 个 基因 家 
族 的 其 他 成 员 却 不 会 被 这 种 方式 甲 基 化 ， 这 些 都 不 是 其 他 miRNA 定位 的 基因 (Mar- 
tienssen et al. 2004; Ronemus and Martienssen 2005)。 相 有 反 的 是 ， 拟 南开 基因 组 中 几 
个 其 他 的 典型 基因 在 它们 的 3 端 被 甲 基 化 ， 通 过 一 种 需要 MET] 而 不 是 DDM1 的 分 子 
机 制 (Lippman et al. 2004; Tran et al. 2005)。RNA 是 否 参 与 这 些 例子 仍然 未 知 。 


“9. RNAI 介 导 的 染色 质 修饰 在 动物 中 的 保守 性 


表 观 遗传 沉默 研究 最 广泛 的 例子 是 在 动物 中 发 现 的 ， 包 括 果 蝇 、 线 虫 和 小 鼠 。 
RNA 和 RNA 干扰 在 转录 沉默 和 异 染 色 质 修饰 中 的 作用 在 有 些 模式 动物 中 似乎 是 保守 
的 ， 在 原生 动物 和 植物 中 也 是 。 在 果 蝇 中 ，PIWI 和 PIWI 中 的 Argonaute 同 源 物 
Aubergine (Sting) ， 参 与 表 观 遗传 和 异 染 色 质 沉默 〈 见 第 5 章 )。Gypsy WETEN 
集 卵 泡 和 雄性 生殖 腺 中 PIWI 沉默 的 贰 点 (Sarot et al，2004)。 这 是 被 异 染色 质 基 因 
Flamenco (以 其 未 知 功 能 ) NER, HERE Gypsy 多 和 蛋白 基因 的 5 UTR。 检 测 到 来 
自 这 个 区 域 的 25~27nt 的 小 RNA 意味 着 它 是 一 个 由 RNAi 介 导 的 机 制 产生 的 。 切 割 一 
粘贴 DNA 转 座 子 也 受 RNAI 影响 ， 举 个 例子 ， 特 定 的 端 粒 PP 元 件 (一 种 类 型 的 DNA 
转 座 子 ) 当 其 被 从 肉 性 生殖 细胞 中 继承 时 ， 能 一 致 转 座 到 基因 组 的 其 他 地 方 ， 产 生 一 个 
强 抑制 的 “细胞 型 ”。 这 个 抑制 完全 依赖 PTWI 同 源 物 Aubergine 和 Swi6 同 源 物 HP1 
(Reiss et al. 2004) 。 但 是 ， 不 是 所 有 的 P 抑制 细胞 型 都 依赖 Aubergine 或 HP1， 例 如 
被 其 他 非 端 粒 已 元 件 介 导 的 了 抑制 细胞 型 。 | 

果 蝇 中 非 连锁 的 转基因 当 以 许多 拷贝 存在 时 会 被 转录 后 沈默 (Pal-Bhadra et al. 
1997 2002)， 它 与 大 量 的 21nt siRNA 有 关 且 依赖 PIWI。 转 基因 融合 也 能 在 转录 水 平 上 
沉默 彼此 ， 但 需要 Polycomb 染色 质 抑 制 子 。 这 种 沉默 与 转基因 转录 物 来 源 的 siRNA 水 
平 的 增加 无 关 ， 但 很 大 程度 上 依赖 PIWI. Æ PIW 依赖 的 沉默 中 ， 像 这 个 例子 需要 
Polycomb， 其 他 则 需要 HP1， 或 涉及 RNAIi 通路 和 组 蛋白 甲 基 化 。 果 蝇 中 转基因 串联 
排列 也 表现 出 位 置 效应 花 斑 ， 而 且 这 个 花 斑 效应 被 HP] 的 突变 以 及 piwi, aubergine 
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和 推测 的 RNA 螺旋 酶 Spindle-E (homeless) 的 突变 强烈 抑制 (Pal-Bhadra et al. 
2004)。 插 入 到 着 丝 粒 异 染 色 质 中 的 转基因 也 受 影响 ， 并 且 在 spindleE 突变 的 细胞 中 ， 
异 染 色 质 H3K9me2 水 平 显 著 降低 。 这 些 结果 有 力 支持 了 染色 质 蛋 白 和 RNA 通路 组 分 
在 果 蝇 异 染 色 质 内 基因 沉默 中 的 作用 。 

在 果 蝇 雄性 生殖 细胞 中 ， 异 染色 质 Stellate 抑制 子 重复 序列 [Su (ste)] 位 于 立 染 
色 体 上 ， 首 先 在 反 义 链 上 转录 ， 然 后 才 在 精 母 细 胞 发 育 中 的 两 条 链 同时 转录 ， 这 可 能 是 
在 一 个 邻近 转 座 子 插入 之 后 发 生 的 (Aravin et al. 2001)。 这 些 核 转录 物 参 与 了 紧密 联 
系 的 义 连 锁 的 Stellate 基因 正义 转录 物 的 沉默 ， 而 Stellate 基因 的 过 表达 可 以 导致 精子 
发 生 的 缺陷。 尽管 涉及 异 染 色 质 序列 ， 但 这 个 例子 中 的 沉默 似乎 是 转录 后 的 ， 与 25 一 
27nt siRNA FAK, kin Aubergine Fl Spindle-E , 

在 线虫 中 ， 体 细胞 中 TGS 的 例子 也 有 报道 。 这 依赖 RNAi 通路 基因 rdel, der, 
rde4 和 rrf-1， 以 及 HP] 同 源 物 和 组 蛋白 修饰 装置 (Grishok et al，2005) 。 线 虫 中 体 
细胞 异 染色 质 不 是 大 范围 延伸 的 ， 在 生殖 细胞 中 还 是 有 自然 发 生 的 RNAi 依赖 的 蜡染 色 
质 沉 默 的 例子 (Sijen and Plasterk 2003) 。 在 减 数 分 裂 期 间 ， 未 配对 的 序列 〈 如 雄性 中 
的 X 染色 体 ) 被 通过 H3K9me2 方式 沉默 。 这 种 沉默 依赖 于 RNA 依赖 的 RNA 聚合 酶 
(Maine et al. 2005; 见 第 15 章 )， 近 似 于 红色 链 孢 霉菌 中 的 减 数 分 离 期 未 配对 DNA 
(meiotic silencing of unpaired DNA, MSUD) 的 沉默 (CH Shiu et al. 2001; 第 6 意 )。 
Am. RNA 装置 中 的 其 他 组 分 并 没有 参与 这 个 过 程 ， 也 不 清楚 这 与 酿酒 酵母 中 RNAI 
介 导 的 异 染 色 质 组 装 是 否 有 机 制 性 联系 。 

最 后 ， 跟 果 蝇 一 样 ， 哺 乳 动物 细胞 也 缺乏 与 植物 、 线 虫 和 真菌 中 发 现 的 RNA 依赖 
的 RNA 聚合 酶 有 关 的 基因 。 反 义 RNA 被 用 于 大 部 分 广泛 研究 的 表 观 遗传 现象 ， 包 括 
印记 基因 和 X 染色体 失 活 分 别 见 第 19、17 章 )。 在 和 X 染色体 失 活 的 例子 中 ， 一 个 切 
割 过 的 17kb SRA BANAL RNA, MRA Xist， 参 与 表达 它 的 XX 染色体 的 沉默 。 
相反 的 ，Xist 本 身 也 在 活 唉 的 X 染色 体 上 被 沉默 ， 这 个 过 程 部 分 依赖 于 反 义 RNA 
Tsiz。 沉 默 同 时 伴 有 上 游 染 色 质 区 域 组 蛋白 的 修饰 改变 ， 如 3K9me2 和 H3K27me3 
〈 见 第 17 章 )。 小 鼠 中 其 他 印记 位 点 的 沉默 ， 包括 Igf2r 和 Dik1-Gtl2 区 域 ， 也 分 别 被 
来 自 父 本 等 位 基因 和 来 自 母 本 等 位 基因 的 反 义 转录 物 维 持 。 在 DIkI-Gtl2 例子 中 ， 这 个 
非 编 码 RNA 特异 地 被 加 工 成 miRNA， 革 向 来 自 母 本 等 位 基因 的 反 义 转录 物 。 这 个 母 本 
等 位 基因 编码 sushi (gypsy) 类 的 道 转 座 子 (Davis et al. 2005). 

尽管 有 很 多 与 酵母 中 来 自 异 染色 质 重复 序列 的 正 向 和 反问 转录 物 的 相对 应 产物 ,但 
是 RNAi 本 身 在 基因 印记 和 XX 失 活 中 的 作用 是 独一无二 的 。 不 过 ，siRNA AJ ae i 
能 引起 染色 质 在 同 源 启 动 子 区 被 H3K9me?2 标记 (Ting et al. 2005) 。 在 有 些 例子 中 ， 
小 RNA 通过 结合 DNA 甲 基 转 移 酶 和 DNA 甲 基 化 结合 蛋白 Jeffery and Nakielny 
2004) 还 能 导致 DNA 甲 基 化 〈Morris et al. 2004), Sila» Dicer 敲 除 的 状 椎 动物 细胞 
系 表 现 出 染色 体 分 裂 缺 陷 ， 令 人 想到 了 在 酿酒 酵母 突变 体 中 发 现 的 这 种 现象 ， 伴 随 着 晃 
染色 质 形 态 上 的 变化 和 卫星 重复 序列 的 表达 以 及 黏 绪 蛋 日 的 错误 定位 (Fukagawa et al. 
2004; Kanellopoulou et al. 2005), 
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10. 2) 结 


基因 被 小 RNA 分 子 调 控 的 可 能 性 早 在 40 年 前 就 已 被 提出 〈Jacob and Monod 
1961)， 同 时 也 提出 了 “控制 RNA” 可 能 与 重复 序列 有 关 (Britten and Davidson 
1969) 。 目 从 在 大 肠 杆 菌 和 感染 性 噬菌体 中 鉴定 出 作为 位 点 特异 DNA 结合 蛋白 的 
lambda 和 lac 抑制 子 (Gillbert and Muller-Hill 1966; Ptashne 1967) 后 ， 基 因 调 控 的 
人 研究 就 几乎 被 全 部 聚焦 在 作为 特殊 因子 的 核酸 结合 蛋白 上 。 小 RNA 分 子 作为 特异 因子 
在 各 种 RNA 沉默 机 制 中 作用 的 发 现 清楚 地 确定 了 RNA 作为 调控 基因 和 它们 表达 产物 
的 序列 特异 因子 。 酿 酒 酵母 、 拟 南 芥 以 及 其 他 模式 生物 中 的 研究 揭示 了 小 RNA 在 介 导 
基因 组 表 观 遗传 修饰 的 显著 作用 ， 这 些 修 饰 调控 基因 沉默 有 助 于 建立 基因 组 稳定 所 必需 
的 异 染 色 质 区 域 和 细胞 核 分 裂 。 许 多 重要 的 机 制 性 问题 都 还 没有 解决 ， 未 来 的 研究 会 给 


我 们 带 来 更 多 关于 RNA 如 何 调控 基因 表达 的 惊喜 。 
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第 9 章 植物 的 表 观 遗传 调控 
1. 植物 作为 表 观 遗传 学 研究 对 象 的 优点 


1.1 植物 和 哺乳 动物 在 表 观 基因 组 结构 上 是 相似 的 


在 生物 学 被 划分 为 独立 的 学 科 后 不 久 ， 动 物 和 植物 就 被 分 立 。 传 统 意 义 上 ， 生 物 学 
家 也 根据 其 研究 领域 划分 为 动物 学 家 和 植物 学 家 。 当 然 ， 也 有 人 对 生物 的 分 类 方式 提出 
了 别 的 看 法 ， 例 如 异 养 (heterotrophic， 需 要 外 源 有 机 物质 ) XA Cautotrophic, A 
己 供 能 )， 移 动 生活 方式 对 固着 生活 方式 ， 潜 在 位 移 和 灵活 的 细胞 形态 对 固定 刚性 的 细 
胞 形态 。 然 而 ， 近 几 十 年 来 ， 遗 传 学 家 和 分 子 生 物 学 家 发 现 了 动 植物 之 间 很 大 的 相似 
性 ， 虽 然 他 们 在 进化 上 很 早 便 分 离 。 这 些 相 同 之 处 包括 通过 减 数 分 裂 和 受精 作用 的 有 性 
生殖 ， 由 基因 主导 的 个 体 发 育 调 控 ， 相 关 因子 调控 细胞 分 裂 和 增殖 以 及 通过 相似 的 信号 
级 联 完成 对 环境 的 适应 。 这 种 相似 点 已 经 扩展 到 了 基因 组 的 很 多 方面 以 及 表 观 基因 的 
组 织 。 

动 植物 之 间 的 相似 性 尤其 罕 出 地 表现 为 二 者 具有 相似 的 基因 组 大 小 、 基 因 组 复杂 度 
以 及 异 染 色 质 比例 的 。 就 像 其 他 真 核 生物 一 样 ， 常 染色 质 和 异 染 色 质 由 组 蛋白 特异 性 的 
乙酰 化 及 甲 基 化 定性 ， 但 是 植物 和 哺乳 类 动物 的 异 染 色 质 还 有 另 一 个 特点 ， 就 是 大 量 的 
DNA 胞 旷 喧 甲 基 化 。 通 过 不 同 的 模式 生物 在 基因 组 结构 和 表 观 遗传 调控 方面 的 比较 ， 
我 们 发 现 植物 和 哺乳 动物 之 间 的 相似 性 甚至 超过 动物 界 本 身 ( 表 9-1)。 因 此 ， 即 便 对 
课题 的 兴趣 是 以 人 类 为 中 心 而 展开 的 ， 相 似 的 问题 也 可 以 在 植物 和 哺乳 动物 中 得 到 回 
答 ， 基 本 的 信息 在 这 两 个 系统 之 中 都 是 相通 的 。 


1.2 ”植物 为 表 观 遗传 研究 提供 了 新 的 课题 


除了 与 哺乳 动物 共有 一 些 基因 特性 外 ， 植 物 本 身 具 有 独特 的 表 观 遗传 现象 。 在 哺乳 
动物 中 ， 受 精 作 用 是 通过 两 个 单 倍 体 细胞 融合 而 成 ， 而 单 倍 体 细胞 本 身 则 是 减 数 分 改 的 
产物 。 在 植物 的 世代 交替 史 中 ， 在 减 数 分 裂 和 受精 作用 之 间 也 有 单 倍 体 〈 配 子 体 ， 
gametophyte) 生长 阶段 〈 图 9-1)。 植 物 的 配子 体 对 应 的 是 花粉 (雄性 ) MRR CHE 
性 )， 每 个 配子 体 中 含有 数 个 单 倍 体 核 ， 它 们 是 通过 正常 细胞 的 减 数 分 裂 形成 两 个 单 售 
体 细胞 ， 而 后 单 倍 体 本 身 再 发 生 有 丝 分 裂 形成 的 。 在 配子 体 阶 段 ， 任 何 遗 传 或 者 表 观 遗 
传 信息 的 丢失 都 是 不 可 以 通过 同 源 染 色 体 或 等 位 基因 来 补偿 的 。 尽 管 深入 的 研究 并 未 展 
开 ， 但 是 并 没有 证 据 表 明 植物 的 配子 体 阶段 会 发 生 大 量程 序 性 的 表 观 遗传 标记 的 丢失 ， 
而 哺乳 动物 中 却 有 这 样 的 现象 ， 这 或 许可 以 解释 为 什么 在 植物 中 表 观 遗传 现象 是 可 以 通 
过 减 数 分 裂 遗 传 给 后 代 的 。 

植物 另 一 个 很 突出 的 特点 是 生殖 细胞 系 的 定义 并 不 严格 以 及 生殖 细胞 系 在 发 育 晚期 
才 与 体 细胞 有 了 区 别 (图 9-1) 。 植 物 含有 顶端 分 生 组 织 ， 这 些 是 茎 尖 和 根 尖 的 生长 点 ， 
可 以 产生 新 的 组 织 和 器 官 。 茎 尖 分 生 组 织 最 终 形成 花 并 产生 有 性 生殖 所 必须 的 配子 ， 但 
是 其 他 侧 边 的 分 生 区 也 可 以 长 出 花茶 。 很 多 植物 发 育 产生 特殊 的 器 官 ， 如 根 状 共 、 坎 状 
茎 或 者 鳞茎 包含 分 生 组 织 。 这 些 植物 无 性 繁殖 的 机 制 比 种 子 发 芽 更 常见 或 更 成 功 。 植 物 
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2 9 3 6~8 4 一 5 
26(At) 
44 25 13 4(Hs) Tos 
十 (十 RIP)* + + + + 
一 一 十 + + 
+ + + 十 + 
H3K9+ H3K9+ H3K9+ H3K9+ H3K9+ 
H3K27+ H3K27+ H3K27+ H3K27+ H3K27+ 
+ — — + + 
十 bY (+) + 
十 4 +e = + 
= + + + 
— 全 于 十 -+ 


基因 或 突变 体 名 称 EAKA .确认 或 预测 的 功能 


MET DNA RERENCO | 


DDN2 decreased DNA methylation 





CMT3 chromomethyltransferase DNA 甲 基 转 移 酶 ( 非 CG) 


DRMI domain-rearranged methyltransferase DNA 重新 甲 基 转 移 酶 
DRM2 domain-rearranged methyltransferase DNA 重新 甲 基 转 移 酶 










突变 体 筛选 


转基因 的 再 激活 
RdDM 的 干扰 
中 心 粒 区 域 的 低 甲 基 化 
SUP-clk 的 再 激活 
PAI 的 再 激活 
寻找 序列 插入 突变 体 
寻找 序列 插入 突变 体 


HOGI SARE A DAK ARE | 重复 性 转基因 的 再 激活 
ROS DNA 相关 结构 二 
DME DNA 六 基本 结构 下 


转基因 的 失 活 
败 育 





DAI histone deacetylase 组 蛋白 去 乙酰 化 酶 


HDA fe RC IE 
AXE | __wwringmn norton |, waa 





寻找 序列 插入 突变 体 
反 义 表达 
重复 性 转基因 的 激活 


干扰 RADM 








基因 或 突变 
WD 














突变 体 筛选 


Wath ayn a ANIA ae RRB Oo ye Hv z 寻找 序列 插入 突变 体 
组 蛋白 甲 基 化 酶 反 义 表达 
组 蛋白 甲 基 化 酶 PAI 再 激活 


DRDI defective in RNA-directed DNA SWI2/SNF2 ATP 酶 用 RdDM 干扰 


methylation 


PIE SS ee early 依赖 ATP 的 染色 质 重 塑 蛋白 开花 时 间 的 变化 
flowering 


FAS2 染色 质 组 装 因子 亚 基 形态 变化 
LHPI 抑制 性 染色 质 的 形成 早 开花 及 形态 改变 


基因 或 突变 体 名 称 蛋白 类 型 .确认 或 预测 的 功能 





Su(var)3-9 homolog 









SUVH4 Su(var)3-9 homolog 


KYPI kryptonite 







































RPA2 replication protein A ssDNA 的 复制 蛋白 复合 体 亚 基 Rosl 抑制 筛选 
重复 性 转基因 的 再 激活 
ae eT SRRA IREI 


Bi | oi | | 机 


AGOI argonaute PAZ-PIWI 结构 域 蛋 白 形态 改变 
转基因 再 激活 


AGO? PAZ-PIWI 结构 域 蛋 白 ” “| 表皮 毛发 育 的 时 间 和 类 型 





MO 
op) 


A WES 


续 表 
基因 或 突变 体 名 称 突变 体 筛选 


Aco 分 生 组 织 名 
RDR: Tit ACE 
RD Hi A ALC 


RDR6 RNA-dependent RNA polymerase RNA 依赖 的 RNA 聚合 酶 转基因 再 激活 


毛 状 体 发 育 改变 
a E 
rE ppremor otasin | O 









基因 或 突变 


体 (缩写 ) 集 日 类 型 .确认 或 预测 的 功能 

















NRPDla RNA polymerase RNA 聚合 酶 IV WE 转基因 再 激活 
SDB | _aleningdetecive | ee 
NRPDIb RNA polymerase RNA 聚合 酶 IV 亚 基 用 RdDM 干扰 


DRD3 defective in RNA-directed DNA TEE 





methylation 


DRD2 defective in RNA-directed DNA 
i 用 RdDM 干扰 
methylation 






















SGS3 suppressor of gene silencing 转基因 再 激活 
ii 毛 状 体 发 育 改变 
HENI HUA enhancer 转基因 再 激活 
结合 RNA, 
HYLI hyponastic leaves 形态 改变 
双 链 RNA 结合 
ii dina 寻找 插入 序列 突变 体 


WEX RNA 酶 D 核酸 外 切 酶 寻找 插入 序列 突变 体 







XRN4 核糖 核酸 外 切 本 寻找 插入 序列 突变 体 










MEA Pobsonb SH un 
FISI fertilization-independent seeds 无 需 受 精 的 种 子 形成 





CLF Curly leaf Polycomb 家 族 叶子 形态 改变 
FIE fertilization-independent endosperm Polycomb 家 族 无 需 受 精 的 种 子 形成 
FIS3 fertilization-independent seeds | oee 


MSI multicopy suppressor of IRA homolog Polycomb 3 寻找 插入 序列 突变 体 
染色 质 组 装 因子 亚 基 胚乳 模式 缺陷 


noes 
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同 源 基因 家 族 成 员 的 数量 在 植物 和 哺乳 动物 中 有 很 大 的 差异 。 因 为 功能 性 重复 基因 
的 存在 ， 有 些 突变 体 对 植物 或 哺乳 动物 的 影响 不 再 那么 严重 ， 这 种 现象 对 研究 而 言 非常 
分 析 ， 而 如 果 其 影响 不 那么 大 ， 则 可 能 使 其 发 育 功能 研究 成 为 可 能 。 在 体内 表达 决定 植 
物 组 织 颜 色 的 信号 通路 中 ， 并 非 必需 的 基因 是 非常 容易 的 《图 9-2a~e) 。 其 他 表 观 遗传 
变化 可 以 引起 形态 缺陷 ， 这 种 形态 缺陷 不 会 引起 致命 的 后 果 (图 9-2, 。 另 外 ， 在 亲 核 
内 源 或 转基因 性 状 表 达 的 选择 实验 中 ， 又 可 筛选 出 成 千 上 万 的 个 体 植株 〈 图 9-2g) 。 

拟 南 草 因 全 基因 序列 己 知 ， 大 型 插入 突变 体 库 已 建立 以 及 简便 的 突变 体操 作 手 段 而 
成 为 目前 表 观 遗传 学 研究 的 模式 生物 。 接 下 来 的 内 容 将 讲述 如 何 通 过 转基因 沉默 的 手段 
从 突变 体 中 筛选 表 观 遗传 调控 子 ， 这 些 方 法 包括 使 用 生物 信息 学 的 方法 识别 其 他 生物 沉 
默 基 因 的 同 源 基 因 ， 也 包括 用 正 向 或 反 向 的 遗传 方法 筛选 其 他 的 因 沉 默 导 致 的 缺陷 的 突 
变 体 中 相似 的 发 育 表 型 〈 表 9-2) 。 如 果 需 要 得 到 拟 南 芥 、 水 稻 和 玉米 染色 体 基 因 更 全 
面 详细 的 信息 ， 读 者 可 以 登录 植物 染色 质数 据 库 (Plant Chromatin Database, http: // 
www. chromdb, org) 查询 。 E 


1.4 植物 对 表 观 遗传 研究 的 贡献 有 目 共 睹 


证 明 植 物 模 式 系 统 在 表 观 遗传 党 研究 中 价值 的 最 好 证 据 就 是 植物 学 家 们 在 这 个 领域 
所 做 的 大 量 杰 出 的 莫 基 性 贡献 。 常 染色 质 和 蜡染 色 质 的 区 别 首先 是 在 苦 花 细胞 学 研究 中 
发 现 的 〈Heitz 1928) 。 在 土豆 和 玉米 中 发 现 等 位 基因 相互 作用 后 发 生 的 可 遗传 但 可 回 
复 的 基因 表达 变化 ， 这 种 现象 之 后 被 命名 为 副 突 变 (paramutation)， 这 也 是 非 孟 德尔 
遗传 定律 的 早期 证 据 〈 综 述 见 Chandler and Stam 2004), 这 种 现象 后 来 也 在 哺乳 动物 中 
发 现 。 同 样 的 ,个体 基因 的 亲本 印记 现象 (parental imprinting) 是 首先 在 玉米 中 发 现 
的 (综述 见 Alleman and Doctor 2000), 个体 反 复发 生 有 对 称 性 改变 的 花 ， 被 卡尔 ， 林 
奈 称 为 “反常 整齐 花 ” (peloria) 〈 见 题 图 ) ， 现 在 可 以 用 表 观 等 位 基因 Cepiallele) 的 形 
成 来 解释 ， 表 观 等 位 基因 是 一 种 基因 稳定 的 表 观 遗传 修饰 ， 而 基因 序列 本 和 号 并 没有 发 生 
变化 (Cubas et al. 1999)。 植 物 细胞 学 研究 表明 次 级 染色 体 浓 缩 的 变化 与 核 仁 显 性 相关 
并 依赖 表 观 遗传 调控 ， 核 仁 显 性 现象 发 生 在 物种 间 杂 合体 上 ， 表 现 为 一 方 亲本 的 rRNA 
沉默 (综述 见 Pikaard 2000)。 玉 米 转 座 子 的 开拓 性 研究 是 由 Barbara McClintock 和 其 
他 一 些 研究 人 员 完 成 的 ， 该 项 研究 表明 玉米 的 遗传 行为 与 其 表 观 遗传 调控 有 着 紧密 的 联 
A (GIB Fedoroff and Chandler 1994) 。 事 实 上， 植物 中 现存 的 转 座 子 和 早期 转 座 子 
的 退化 形态 仍旧 为 植物 基因 组 上 的 表 观 遗传 调控 提供 了 基础 〈 本 章 3.4 节 )。 

当 20 世纪 80 年 代 末 期 ， 对 植物 例如 烟草 、 矮 牵 牛 花 和 拟 南 芥 的 转基因 技术 成 为 常 
规 以 后 ， 表 观 遗 传 研 究 因 为 标记 基因 的 引入 而 获得 更 进一步 的 发 展 ( 综 述 见 Jorgensen 
2003; Matzke and Matzke 2004) 。 由 于 基因 沉默 越发 明显 地 与 多 拷贝 连锁 或 非 连 锁 转 
基因 密切 相关 ， 同 源 性 依赖 的 基因 沉默 的 概念 渐渐 形成 。 不 同 的 间 源 性 依赖 基因 沉默 主 
要 由 2 个 原因 导致 : mRNA 关闭 〈 转 录 后 基因 沉默 ，posttranscriptional gene silencing, 
PTGS) 和 转录 抑制 〈 转 录 水 平 基 因 沉 默 ，transcriptional gene silencing, TGS), A 
者 都 与 沉默 基因 的 胞 喀 啶 的 甲 基 化 相关 。 转 基因 矮 牵 牛 花 的 转录 后 基因 沉默 有 一 个 著名 





图 9-2 ”植物 的 表 观 遗传 控制 实验 分 析 

决定 植物 组 织 颜色 的 基因 可 进行 简易 并 低 成 本 的 体内 表达 实验 。(a) 牵 牛 花 的 深 紫 色 需 要 黄 烷 酮 醇 还 原 酶 (di- 
hydro flavonol reductase, DFR) 基因 表达 ， 而 DFR 基因 沉默 会 产生 杂 而 浅 亮 的 颜色 (Jan Kooter). (b) W 
SPT RIK ERAMO (Chalcone synthase, CHS), BRAHMS, 但 是 CHS 在 整合 了 同 源 转 
基因 而 基因 沉默 后 呈 黄 色 种 子 (Lan Furner 经 许可 转自 )。(c) 有 BT 基因 表达 的 玉米 植物 含有 紫色 色素 ， 区 别 
于 绿色 植物 中 副 突变 的 、 失 活 的 B EKN., (d EKE, BPeru 基因 中 分 离 转 座 子 插 和 人 (segregating a transpon- 
son insertion, Spm) 元 件 为 花 青 苷 色素 所 需 。 紫 色 玉 米粒 代表 1 种 回复 突变 体 ， 其 Spm 元 件 从 生殖 细胞 的 B 
Peru 基因 中 被 切除 。 有 黑 点 的 玉米 粒 含 有 活性 Spm 元件， 其 在 玉米 粒 的 发 育 期 间 不 断 地 诱导 体 细胞 的 部 分 切 
除 。 玉 米粒 有 较 少 的 ， 小 的 紫色 的 部 分 说 明 玉 米粒 的 Som 元 件 被 表 观 遗传 沉默 了 经 许可 转自 Vicky Chan- 
dler) 。(e) 暗色 大 豆 〈 中 ) 是 培养 的 变 体 (E) 由 于 CHS 基因 自然 的 转录 后 翻译 沉默 而 抑制 色素 所 致 ， 它 可 
由 亲本 植物 通过 携 有 PIGS 抑制 蛋白 的 病毒 转 染 而 部 分 得 以 回复 并 呈 杂 色 模 式 〈 右 )。(f) 表 观 遗传 调控 在 植物 
形态 学 功能 上 也 是 显然 的 ， 功 能 削弱 的 染色 质 组 装 因 了 于 亚 单 位 可 导致 簇生 的 拟 南 芥 共 。(g) 拟 南 芥 转基因 标记 
的 沉默 释放 可 通过 在 选择 性 培养 基 中 的 生长 来 计数 。(c, 经 许可 转自 Chandler et al. 2000 [© Springer]; e, 经 许 
可 转自 Senda et al. 2004 [@@ 美 国 植物 生物 学 家 学 会 ])。 


的 例子 ， 最 初 被 称 为 “ 共 抑 制 ”， 这 里 有 一 个 具体 的 例子 : 原本 研究 者 试图 通过 过 表达 
查 尔 酮 合成 酶 基因 (chalcone, CHS) 来 改变 花 条 的 颜色 ， 过 表达 该 基因 后 会 使 花瓣 呈 
现 紫色 ， 然 而 实验 结果 却 出 现 杂 色 甚 至 是 完全 日 色 的 花 泉 。 这 种 色素 的 缺失 现在 被 证 实 
是 因为 CHS 转基因 以 及 CHS 基因 内 源 基 因 的 共同 失 活 (Jorgensen 2003)。 转 录 后 基 
因 沉 默 在 植物 中 已 经 被 认为 是 和 线虫 RNA 干扰 等 价 的 调控 手段 (本 章 3.24), 

20 世纪 90 年 代 中 期 ， 转 录 后 基因 沉默 与 病毒 抗 性 的 关系 得 到 进一步 前 明 。 转 录 后 
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基因 沉默 能 天 然 地 保护 了 植物 使 外 来 的 病毒 不 能 随意 复制 ， 这 些 病毒 就 是 转录 后 基因 沉 
默 的 诱导 物 或 靶 标 。 该 原理 拓展 用 于 实验 中 下 调 表 达 植 物 基因 ， 通 过 构建 包含 与 目标 片 
段 同 源 性 较 高 的 病毒 载体 ， 可 以 实现 病毒 诱导 的 基因 沉默 (virus-induced gene silen- 
cing, VIGS; 综述 见 Burch-Smith et al. 2004) 。 另 外 ，RNA 指导 的 DNA 甲 基 化 现象 
也 发 现 于 病毒 感染 的 植物 中 ， 这 是 RNA 通过 诱导 表 观 遗传 修饰 作用 于 DNA 的 最 好 证 
#2 (Wassenegger et al，1994) 。 通 过 目的 性 构建 同 源 性 的 双 链 RNA， 该 原理 被 成 功 地 
应 用 于 转录 水 平 沉默 基因 和 启动 子 的 甲 基 化 〈 见 本 章 第 3.4 市 )。 


2. 植物 染色 质 的 分 子 组 成 


大 量 的 植物 表 观 遗传 调控 的 分 子 组 成 都 是 通过 上 述 提 到 的 拟 南 芥 的 突变 方法 所 得 到 
CE 9-2) 。 然 而 ， 突 变 体 筛 选 可 能 无 法 完整 地 揭示 所 有 的 表 观 遗传 修饰 ， 这 是 因为 较 大 
的 基因 家 族 里 有 功能 元 余 现象 而 重要 基因 的 缺失 可 能 致死 。 


2.1 植物 中 DNA 甲 基 化 的 调控 因子 


无 论 是 在 植物 还 是 在 哺乳 动物 中 DNA Hamme Co 的 甲 基 化 都 是 表 观 遗传 失 活 或 异 
染色 质 的 标志 。( 表 9-1) 〈 另 见 第 18 章 ) 。 然 而 在 植物 中 ，DNA 甲 基 化 在 其 模式 、 机 制 
蛋白 上 都 有 独特 之 处 ， 而 且 还 在 非 分 裂 的 细胞 中 去 除 甲 基 化 (综述 见 Chen et al. 
2005)。 在 本 节 中 ， 我 们 将 着 重 曾 述 与 产生 、 维 持 、 转 译 和 去 甲 基 化 相关 的 蛋 日 。RNA 
指导 的 DNA 甲 基 化 过 程 所 需要 的 特殊 分 子 组 件 将 在 本 章 3. 4 节 中 阐述 。 


DNA 甲 基 转 移 酶 


DNA 甲 基 化 可 以 被 分 为 两 步 ， 从 头 甲 基 化 和 维持 甲 基 化 。 从 头 甲 基 化 指 的 是 对 非 
甲 基 化 的 DNA 序列 进行 的 修饰 (图 9-1) (第 18 章 )。 在 植物 中 从 头 甲 基 化 的 部 位 为 
CpG, CpNpG 和 CpNpN 核酸 组 (此 处 N 代表 A、T 或 C)。 相 反 的 ， 哺 乳 动物 中 的 甲 
基 化 大 多 局 限于 CpG 二 核 背 酸 序列 ， 对 于 不 对 称 的 CpNpN 核酸 组 合 没 有 证 据 显示 可 
以 甲 基 化 。 尽 管 导致 从 头 甲 基 化 的 信号 大 多 未 知 ， 但 在 植物 中 双 链 RNA 却 可 以 实现 这 
个 功能 (本 章 3.4 节 )。 维 持 甲 基 化 是 在 DNA 复制 期 间 维持 DNA 甲 基 化 的 状态 ， 通 常 
发 生 在 CpG 和 CpNpG 这 样 回 文 对 称 的 核酸 序列 上 。 甲 基 化 的 维持 发 生 在 复制 或 修复 后 
半 甲 基 化 的 DNA 底 物 上 ， 亲 本 链 依旧 存在 的 修饰 可 以 指导 维持 甲 基 化 的 发 生 。 尽 管 有 
假设 认为 不 同 的 DNA 胞 喀 啶 甲 基 转 移 酶 完成 不 同类 型 的 甲 基 化 过 程 ， 但 是 植物 研究 中 
出 现 一 种 新 的 看 法 ， 即 特异 作用 位 点 的 酶 (CpG 或 者 非 CpG) 合作 同时 催化 两 个 步骤 。 

DNA 甲 基 转移 酶 的 3 个 保守 家 族 都 存在 于 植物 中 。 甲 基 转 移 酶 1 (methyl transfer- 
ase 1，MET1) 家 族 的 成 员 与 哺乳 动物 中 Dnmtl 的 基因 有 同 源 性 〈 见 第 18 章 )， 被 认 
为 参与 CpG 位 点 的 新 甲 基 化 ， 然 而 ， 其 家 族 中 有 一 成 员 也 参与 了 CpG 位 点 由 RdDM 通 
路 指导 的 从 头 甲 基 化 的 过 程 〈 本 章 3.4 节 )。Dnmt2 类 甲 基 转 移 酶 中 的 成 员 之 一 为 拟 南 
芥 的 基因 组 所 编码 ，Dnmt2 类 甲 基 转 移 酶 几乎 包含 所 有 普遍 的 、 保 守 性 很 高 的 DNA 甲 
基 化 转移 酶 家 族 R 9-2) ， 然 而 其 功能 一 直 无 法 得 到 清晰 揭示 。 植 物 的 结构 域 重 排 甲 
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基 转 移 酶 (domains-rearranged methyltransferase, DRM) 和 其 哺乳 动物 同 源 家 族 Dn- 
mt3 通常 被 认为 是 从 头 甲 基 化 的 甲 基 转移 酶 。DRM 家 族 的 酶 催化 整个 序列 的 胞 喀 啶 甲 
基 化 ， 是 RdDM 通路 中 非常 重要 的 组 成 成 分 (本 章 4.4 节 )。 就 如 同 其 名 字 讲述 的 那 
样 ，DRM 家 族 和 蛋白 可 以 重 排 结 构 域 (后面 接着 IV 的 VI-X 构象 ) ， 而 Dnmt3 家 族 是 工 
X 构象 的 。 正 因 如 此 ， 这 个 家 族 的 酶 才 有 特殊 的 能 力 去 甲 基 化 像 CpNpN 这 样 不 对 称 的 
核酸 序列 ， 而 哺乳 动物 中 这 样 的 序列 是 无 法 甲 基 化 的 。 植 物 特 有 的 染色 体 甲 基 化 酶 
CMT3 可 以 修饰 CpNpG 三 核 背 酸 。 与 MET] 相似 的 是 ，CMT3 同时 参与 从 头 甲 基 化 和 
维持 甲 基 化 的 过 程 。CMT3 的 准确 功能 尚 不 清楚 ， 尽 管 CMT3 失去 功能 的 突变 体会 重 
新 激活 特定 原本 沉默 的 转 座 子 (综述 见 Chan et al，2005) 。 

哺乳 动物 的 daml 和 dnmt3 突变 体 在 胚胎 发 育 阶段 或 是 生 后 不 久 会 死亡 。 与 其 不 
同 的 是 ,植物 的 metl 、cmt3 和 drm 的 突变 体 可 以 存活 且 能 繁殖 。 植 物 在 缺失 DNA 甲 
基 转 移 酶 时 的 存活 能 力 使 得 科学 家 可 以 在 甲 基 转 移 酶 在 发 育 和 有 性 生殖 的 功能 上 开展 更 
广泛 的 研究 ， 其 成 功率 要 超过 哺乳 动物 (SRA Chan et al. 2005), 


主动 的 CpG 去 甲 基 化 和 DNA 的 糖 基 化 


表 观 遗传 调控 表示 一 些 激活 或 失 活 的 基因 状态 而 导致 的 标记 是 能 回复 的 。DNA P 
基 化 就 介 许 了 这 种 回复 性 ， 因 为 甲 基 化 本 身 可 以 通过 主动 或 者 被 动 的 方式 去 除 。 被 动 地 
去 甲 基 化 发 生 在 多 轮 DNA 复制 时 甲 基 化 无 法 继续 维持 的 情况 下 。 相 反 的 ， 主 动 地 去 甲 
基 化 可 以 发 生 在 未 分 化 的 细胞 或 者 需要 酶 活性 的 时 候 。 动 物 系 统 的 早期 研究 报告 表明 主 
动 地 去 甲 基 化 时 由 DNA 糖 基 化 酶 引发 的 ， 而 DNA HARASS DNA 的 碱 基 切除 修 
复 模式 (综述 见 Kress et al. 2001) 。 拟 南 芥 中 Demeter (DME) 和 沉默 抑 制 子 (re- 
pressor of silencing, ROSI) 的 发 现 重 新 点 燃 了 科学 家 对 这 个 领域 的 兴趣 ，DME 和 
ROSI 是 含有 DNA 糖苷 酶 结构 域 的 大 型 蛋白 。ROS1 的 基因 是 在 筛选 表 观 遗传 下 调和 
稳定 表达 的 报告 基因 过 甲 基 化 时 发 现 的 《Gong et al. 2002), ROS] 蛋白 具有 DNA fk 
口 活性 ， 但 仅 限 于 甲 基 化 的 DNA 而 非 非 甲 基 化 的 DNA， 这 也 与 它 在 DNA 碱 基 切 除 修 
复 中 移 除 甲 基 化 的 胞 喀 喧 的 功能 是 一 致 的 。ROS1 持续 表达 ， 因 而 可 能 与 非 分 裂 细胞 中 
发 育 全 过 程 没有 DNA 甲 基 化 的 现象 有 重要 的 联系 (Kapoor et al. 2005a) 。 相 反 ，DME 
的 活性 仅 限 于 肉 性 的 配子 体 ， 并 可 以 激活 印记 因子 Medea (MEA)， 该 激活 方式 是 功能 
性 DNA 糖苷 酶 结构 域 依 赖 性 的 〈Choi et al. 2002) 。CG 的 甲 基 转 移 酶 MET1 与 DME 
的 作用 相互 持 抗 ， 表 明 DME 确实 是 CG 二 核 背 酸 去 甲 基 化 必须 的 因子 (Hsieh and 
Fisher 2005) 。 在 拟 南 芥 中 ， 还 有 两 个 非典 型 的 DME/ROS] 家 族 成 员 ， 这 两 个 成 员 是 
植物 特有 的 。 该 基因 家 族 的 扩大 表明 通过 去 甲 基 化 达到 可 回复 性 的 基因 沉默 是 植物 生 
理 、 发 育 和 适应 力 上 重要 的 手段 。 


甲 基 化 DNA 结合 蛋白 


甲 基 化 的 CG 结合 域 蛋 白 (methyl-CG-binding domain, MBD) 被 认为 是 DNA H 
基 化 模式 信息 转换 成 不 同 基因 转录 活性 的 途径 。 在 哺乳 动物 中 ，MBD 和 蛋 日 与 甲 基 化 的 
DNA 结合 并 行使 多 种 功能 促进 转录 水 平 沉 默 ， 如 募集 组 蛋白 去 乙酰 化 酶 等 。 拟 南 草 有 
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12 个 包含 MBD 的 基因 ， 哺 乳 动物 中 有 11 个 ， 果 蝇 中 5 个 ， 线 虫 中 2 个 ， 而 至 现今 测 
pe (Hung and Shen 2003) 。 拟 南 芥 的 MBD 蛋白 的 功能 现在 知 

其 少 ,但 是 如 果 将 其 中 一 个 Ai:MBDI11 通过 RNA 干扰 的 方式 敲 除 ， 会 对 发 育 过 程 产 
ns (Springer and Kaeppler 2005) 。 通 过 正 向 遗传 筛选 的 方法 没有 得 到 任何 拟 
FAST MBD 蛋白， 可 能 因为 功能 完 余 性 的 存在 。 另 外 ， 尽 管 哺乳 动物 和 动物 中 DNA P 
基 转 移 酶 的 氨基 酸 保守 性 很 高 ， 但 是 包含 MBD 的 蛋白 除了 甲 基 化 的 CG 结合 结构 域外 
几乎 没有 相似 的 地 方 。 因 此 ， 尽 管 植 物 和 哺乳 动物 用 相关 的 酶 建立 和 维持 DNA 甲 基 ， 
但 是 他 们 却 是 通过 不 同 的 方式 将 甲 基 化 模式 转译 成 信号 的 ， 不 同 的 MBD 蛋白 就 是 很 好 
的 例证 (Springer and Kaeppler 2005) 。 


” 甲 基 供 体 的 合成 体 组 成 . 


甲 基 化 酶 需要 活化 的 甲 基 基 团 ， 通 常 是 $ 腺 苷 甲 硫 氮 酸 的 形式 。 让 人 人 惊奇 的 ， 提 
供 这 个 辅助 因子 的 生化 途径 本 身 与 表 观 遗传 调控 没有 什么 联系 。 直 到 最 近 ， 才 有 拟 南 芥 
中 的 一 个 编码 S- 腺 芽 高 半 胱 氨 酸 水 解 酶 的 基因 hog] 的 突变 被 发 现 aR Fe RFX 
Z% (Rocha et al. 2005), 


2.2 组 蛋白 修饰 酶 


”就 像 其 他 生物 一 样 GR 9-1)， 植 物 也 含有 转录 后 修饰 组 蛋白 氨基 末端 的 酶 ， 因 而 
建立 了 公认 的 组 蛋白 密码 (综述 见 Loidl 2004) 。 在 植物 中 ， 组 蛋白 修饰 酶 通常 由 相对 
较 大 的 基因 家 族 编码 。 大 多 家 族 成 员 的 功能 信息 的 了 解 还 是 很 有 限 。 两 种 最 常见 的 修饰 
的 形式 是 组 蛋白 乙酰 化 /去 乙酰 化 和 组 蛋白 甲 基 化 。 


组 蛋白 去 乙酰 化 酶 和 乙酰 转移 酶 


乙酸 转移 酶 (histone acetyltransferases, HAT) 和 去 乙酰 化 酶 (histone deacety- 
lases, HDAC) 的 相反 作用 确保 了 乙酰 化 这 种 表 观 遗传 标记 是 可 逆 的 。 组 蛋白 低 乙 酰 化 
和 CpG 甲 基 化 频繁 共存 于 某 个 沉默 基因 的 现象 更 推动 了 这 种 可 道 性 ，CpG 甲 基 化 可 以 
被 DNA 糖苷 酶 主动 除去 CRE 2. 1 节 ， 主 动 的 CG 去 甲 基 化 和 DNA 糖 基 化 )。 拟 南 芥 
有 18 个 被 公认 的 HDAC 和 12 个 被 公认 的 HAT (Pandey et al，2002) ， 这 与 哺乳 动物 
体内 发 现 的 个 数 相 同 ， 却 比 其 他 非 植物 的 真 核 生 物 数量 多 。 公 认 的 HDAC 在 所 有 的 真 
核 生物 中 是 保守 的 ， 但 是 有 一 个 植物 特有 的 家 族 HD, HD2 的 功能 未 知 。 遗 传 筛 选 法 
只 发 现 了 2 个 家 族 成 员 HDA 和 HDA6 ( 表 9-2)。 从 HDAG 缺陷 突变 体 的 常规 表 型 
来 看 ，HDA6 对 发 育 的 作用 很 小 ， 但 是 对 维持 由 RNA 诱导 的 DNA 甲 基 化 以 及 重复 序 
列 的 甲 基 化 的 方面 有 重要 的 作用 。 相 反 ，HDAIl 的 低 表 达 会 导致 发 育 多 元 化 的 影响 。 
在 拟 南 芥 的 正 向 筛选 过 程 中 ， 没 有 发 现 HAT 家 族 的 成 员 ， 这 可 能 是 功能 宛 余 作用 ， 也 
可 能 是 因为 多 数 的 筛选 体系 使 沉默 基因 被 重新 激活 。 


组 蛋白 甲 基 转 移 酶 | 
能 够 甲 基 化 组 蛋白 中 赖 氨 酸 残 基 的 蛋白 〈 参 阅 书 中 组 蛋白 赖 氨 酸 甲 基 转移 酶 ) 和 其 
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他 和 蛋白 具有 和 常见 的 SET 结构 域 CSUCVAR)/E(Z)/TRX). 。 由 于 他 们 具有 甲 基 化 H3 和 
H4 ASA ERS MARR AEA. AA SET 结构 域 的 蛋白 都 具有 增强 或 抑制 特 
定 基因 的 转录 或 是 形成 异 染 色 质 方面 的 功能 。 有 些 SET 结构 域 蛋白 是 PecG(Polycomb 
group) 或 TrxG(Trithorax group) 蛋白 家 族 的 成 员 ， 这 些 蛋 白 在 植物 和 动物 的 发 育 阶 
段 维持 一 些 同 源 蜡 型 基因 的 转录 抑制 或 激活 状态 〈 见 第 11、12 章 )。 其 他 的 SET 结构 
MEA, Bla SUCVAR)3-9 通过 H3K9 甲 基 化 参与 维持 异 染色 质 区 域 的 致密 状态 。 

拟 南 芥 的 基因 组 编码 32 个 SET 结构 域 蛋白 ， 其 中 30 个 是 表达 的 。 他 们 主要 可 以 
被 分 成 4 个 家 族 : ECZ, TRX, ASHI 以 及 SU(CVAR)3-9， 还 有 只 存在 于 酵母 和 植物 
中 的 很 小 的 第 五 家 族 (Baumbusch et al. 2001; Springer et al. 2003). WAIA PRIKK 
SET 结构 域 蛋 白 的 数量 相 比 其 他 生物 是 较 高 的 ， 果 蝇 中 只 表达 14 个 ， 而 裂 殖 酵母 中 只 
表达 4 个， 老鼠 更 高 一 些 ， 有 50 个 。 另 外 拟 南 芥 通过 多 们 化 ， 反 移 位 等 拓展 SET 结构 
域 重 白 家 族 也 使 得 SU(VAR)73-9 成 员 得 以 扩 增 。 除 SET 结构 域外 ， 植 物 及 动物 蛋白 并 
不 是 十 分 保守 的 。 结 构 域 的 多 样 性 预示 着 调节 重 白 - 丢 昌 间 的 多 种 反应 性 。 同 时 植物 中 
的 SET 结构 域 蛋 白 被 认为 是 以 复合 物 的 形式 发 挥 作用 而 区 别 于 动物 中 的 SET KA. 

尽管 并 不 全 面 ， 有 关 已 知 的 拟 南 草 SET 结构 域 蛋 白 的 功能 信息 仍 提 示 了 其 在 染色 
质 调控 和 表 观 遗传 方面 的 作用 。 最 初 通过 遗传 学 方法 筛选 识别 的 2 个 SET 结构 域 蛋 日 
是 Curly leaf(CLF) 和 Medea/ Fertilization independent seed formation(MEA/FIS1) Æ 
白 ， 两 者 是 果 蝇 E/Z 蛋白 的 负 调 控 子 。 除 了 作为 SET HREH, MEA, CLF 和 E/ 
Z 也 属于 PcG BA (第 2. 3 节 ， 其 他 Polycomb RA). CLF 突变 体 可 导致 叶子 形状 的 
改变 及 花 发 育 中 的 同 源 异 型 变化 。MEA/FTSI 调控 着 配子 体 特异 的 基因 表达 并 且 作 为 
印记 因子 抑制 未 受精 状态 下 的 内 胚层 发 育 (ERRI Schubert et al，2005) 。 相 反 ，TRX 
蛋白 家 族 成 员 拟 南 芥 Trithoraxl 蛋白 (ATX) 作为 花 的 同 源 异 型 基因 的 激活 因子 ， 被 
假定 有 能 力 催化 组 蛋白 3 EMAR 4 号 位 〈(H3K4) 的 甲 基 化 ， 而 H3K4 通常 是 转录 活 
性 的 染色 质 的 标记 (综述 见 Hsieh and Fischer 2005), 

Kryptonite/ Suppressor of variegation 3-9 homolog 4(KYP/SUVH4) 蛋白 是 在 得 
选 两 个 内 源 基 因 表 观 遗 传 沉 默 抑 制 子 的 实验 中 被 识别 的 〈Jackson et al. 2002; Malag- 
nac et al. 2002), KYP/SUVH4 催化 H3 在 9 位 赖 氨 酸 的 单 、 双 甲 基 化 并 且 与 CMT th 
同 作 用 维持 拟 南 芥 的 部 分 序列 的 CpNpG 的 甲 基 化 。KYP/SUVH4 似乎 在 蜡染 色 质 形 
成 中 只 起 到 微弱 的 作用 (Chan et al. 2005) 相反 ， 识 别 于 沉默 转基因 再 激活 筛选 实验 
的 Suppressor of Variegation 3-9 homolog 2(SUVH2) 和 蛋白 似乎 以 激活 拟 南 草 异 染色 质 
的 H3K9 和 H3K27 的 甲 基 化 为 主 (Naumann et al. 2005)。 

组 蛋白 H3 和 H4 的 赖 氨 酸 可 被 单 、 双 或 三 甲 基 化 ， 进 而 提高 甲 基 化 修饰 的 组 合 复 
杂 性 。 不 同 生 物体 中 特定 的 甲 基 化 状态 可 定义 异 染 色 质 。 例 如 ，H3K9me3 是 动物 和 真 
菌 的 异 染 色 质 的 主要 特征 ， 而 在 拟 南 芥 则 是 常 染 色 质 的 表 观 遗传 标志 。 相 反 的 ， 
H3K9mel 和 H3K9me2 是 拟 南 芥 异 染色 质 沉 默 的 主要 标志 ， 而 在 哺乳 动物 却 是 常 染 色 
质 修饰 的 标志 。 这 些 差异 的 缘由 和 他 们 如 何 与 所 涉及 的 假定 的 组 蛋白 密码 相关 联 的 机 制 
有 待 探讨 。 另 外 ， 植 物 中 特异 的 组 蛋白 修饰 和 DNA 甲 基 化 模式 间 的 精确 关系 也 有 待 充 
分 的 说 明 (Tariq and Paszkowski 2004), 
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组 重 白 乙酰 化 是 能 被 HDAC 和 HAT 这 两 种 相互 作用 进行 动态 调控 的 。 与 其 相反 ， 
组 蛋 日 甲 基 化 被 认为 是 目前 为 止 最 为 牢固 的 表 观 遗传 标志 。 然 而 ， 最 近 对 于 哺乳 动物 的 
研究 识别 了 一 种 赖 氨 酸 去 甲 基 化 酶 〈lysine demethylase, LSD1), 它 能 去 除 H3K4mel 
和 H3K4me2 的 甲 基 ， 却 对 H3K4me3 没有 作用 LE 10 章 ) 。 四 个 公认 的 LSD 同 源 物 
在 拟 责 芥 中 被 编码 ， 说 明 至 少 植物 中 某 些 组 蛋白 甲 基 化 是 可 逆转 的 。 


2.3 其 他 染色 质 蛋 白 
其 他 Polycomb 有 蛋白 


PcG 午 晶 最初 是 在 果 蝇 中 作为 维持 同 源 异型 基因 抑制 所 需 的 因子 而 被 识别 的 〈 见 
第 11 章 )。 动 物 中 结构 上 分 散 的 PcG 蛋白 以 多 蛋白 复合 体 的 形式 协同 作用 抑制 基因 的 
Rik. PRO 复合 物 在 植物 和 线虫 中 缺少 ， 而 在 果 蝇 和 哺乳 动物 中 存在 。PRC2 BAW 
被 发 现存 在 于 植物 和 动物 中 ， 它 通过 SET 结构 域 蛋 白 和 PcG E (Z) 蛋白 的 组 蛋白 甲 基 
化 转移 酶 的 活性 主要 完成 H3K27 的 甲 基 化 。 

PRC2 核心 组 分 的 拟 南 芥 同 源 物 在 为 分 析 各 种 发 育 途 径 所 设计 的 突变 筛选 实验 中 被 
ER. RRA PRC 组 成 由 单 拷贝 基因 编码 。 相 反 ， 拟 南 芥 中 编码 这 些 蛋 白 的 基因 显示 
了 至 少 3 种 PRC 复合 物 的 功能 多 样 性 。 三 种 复合 物 分 别 是 ;FIS (fertilization inde- 
pendent seeds), EMF(embryonic flower) 和 YRN (vernalization)。 这 些 复 合 物 的 计 基 
因 特 异性 是 不 同 的 (‘Schubert et al. 2005; t RE 11. 2) 。 

FIS 基因 在 无 需 受精 而 有 部 分 种 子 发 育 的 突变 筛选 实验 中 被 发 现 ， 其 主要 靶 蛋 白 是 
MADS 盒 转录 因子 PHERES(Kohler et al. 2005), EMF 复合 物 通常 被 认为 抑制 花 的 同 
源 异 型 基因 ， 例 如 Agamous fl Apetala3 基因 。VRN 复合 物 成 员 之 一 VRN2 被 发 现 是 
基于 它 在 春 化 实验 中 对 表 观 遗传 记忆 的 作用 。 种 子 促 熟 法 打破 了 低温 处 理 种 子 冬眠 的 过 
程 。 植 物 必 须 在 适当 的 季节 繁殖 开花 结果 ， 通 常 他 们 都 在 低温 时 节 延 长 阶段 过 后 才 开 
人 花 。 植 物 对 冬季 的 记忆 是 表 观 遗传 调控 的 ， 依 赖 VRN2 和 蛋白， 在 较 高 温度 下 ，VRIN2 
可 以 维持 开花 抑制 因子 FLC 的 编码 基因 处 于 转录 抑制 的 状态 ， 从 而 保证 生长 。Vrn2 的 
突变 体 中 的 FLC 是 缺失 H3K27me2 的 ， 这 与 PRC2 复合 体 在 促进 组 蛋白 甲 基 化 方面 的 
作用 是 一 致 的 (Schubert et al. 2005), 


印记 的 组 成 


开花 植物 与 哺乳 动物 是 仅 有 的 具有 亲本 印记 的 生物 体 〈 表 9-1)。 亲 本 印记 是 一 种 
表 观 遗传 现象 ， 即 基因 的 表达 量 决 定 于 它 遗 传 的 亲本 。 从 双亲 对 立 理论 来 看 印记 的 进化 
〈 详 见 第 19 章 )， 在 开花 植物 和 哺乳 动物 中 亲本 印记 现象 的 存在 可 能 反应 了 这 样 一 个 事 
X: 这 两 类 物种 有 特殊 的 母体 组 织 为 发 育 中 的 胚胎 提供 营养 。 在 哺乳 动物 中 ， 这 个 组 织 
就 是 胎盘 ;而 在 植物 中 便 是 三 倍 体 的 胚乳 ， 这 种 胚乳 是 在 一 定时 期 内 出 现 的 分 化 组 织 ， 
包含 一 个 父 本 和 两 个 母 本 基因 组 (图 9-1)。 其 实 ， 生 物体 的 单 基因 的 亲本 印记 现象 最 
晶 是 在 玉米 的 胚乳 中 发 现 的 〈 综 述 见 Alleman and Doctor 2000)。 在 拟 南 芥 中 ， 胚 乳 中 
表达 的 两 个 基因 ，MEA 及 FWACFWA 是 一 种 开花 时 间 控 制 基因 ) 就 是 有 印记 现象 的 。 


表 观 遗传 学 


在 这 些 例子 中 ， 母 本 基因 是 激活 的 ， 可 假定 肉 性 配子 体 从 DME 催化 的 CpG 主动 去 甲 
基 化 而 致 〈 见 本 章 2. 1 节 ， 活 性 CpG 去 甲 基 化 和 DNA 糖苷 水 解 ) ， 同 时 父 本 的 基因 则 
保持 沉默 (综述 见 Autran et al. 2005) 。 令 人 好 奇 的 是 ， 虽然 印记 现象 在 植物 和 哺乳 动 


物 中 是 独立 进化 的 ， 但 是 DNA 甲 基 化 和 PcG 蛋白 却 是 两 个 过 程 中 共有 的 元 素 (Kohler 
et al. 2005), 


染色 质 重 塑 蛋 白 


Switch2/Sucrose Non-Fermentable2(SWI2/SNF2) 染色 质 重 塑 因子 组 成 了 一 类 保 
FAJ ATP 依赖 型 的 染色 质 重 塑 子 家 族 ， 这 些 重 塑 子 可 以 排列 核 小 体 或 者 使 组 蛋白 与 
DNA 间 的 接触 松 开 。 遗传 第 选 只 从 拟 南 并 的 基因 组 中 第 到 了 大 约 40 个 SWI2/SNF2 同 
源 蛋 白 ， 这 只 是 很 少数 的 一 部 分 (植物 染色 质数 据 库 )。 到 目前 为 止 , 只 有 两 种 同 源 蛋 
白 被 证 明 调 节 DNA 的 甲 基 化 减少 的 DNA 甲 基 化 (decreased DNA methylation 1, 
DDM1) (Jeddeloh et al. 1999) 及 RNA 指导 的 DNA 甲 基 化 的 缺陷 (defective in RNA- 
directed DNA methylation, DRD1) (Kanno et al. 2004), DDMI 缺陷 的 突变 体 出 现 整 
个 基因 组 DNA 甲 基 化 程度 的 降低 ， 同 时 转录 水 平 上 重新 激活 了 一 些 沉默 的 转 座 子 和 重 
复 片 段 ， 这 类 突变 体 还 呈现 出 发 育 和 形态 上 的 缺陷 。 不 过 这 种 缺陷 只 出 现在 纯 合 的 
ddml 植物 数 代 培 育 之 后 ， 似 乎 是 因为 表 观 遗传 突变 的 积累 和 由 片段 插入 法 插入 的 转 座 
子 基因 的 重新 激活 引起 。DDMI1 在 哺乳 动物 中 有 一 个 同 源 蛋 白 ， 淋巴 特异 解 旋 酶 
(lymphoid-specific helicase, LSH), APRA WARM FAY CpG 的 甲 基 化 及 胚胎 发 
ARER, HEH, DRDI 是 植物 特有 的 ， 在 RdDM 中 有 特定 的 作用 〈 见 本 章 3.4 
W). | 

除了 解除 特定 重复 片段 的 沉默 外 ， 几 乎 没有 表 观 遗传 上 的 改变 是 由 修饰 因子 
MOM1(Morpheus’ molecule) 导致 的 (Amedeo et al. 2000), MOMI 是 一 种 植物 特有 
的 基因 ， 含 有 不 完整 的 ATP 依赖 的 解 旋 酶 结构 。MOM 的 作用 与 DDM1/DNA 甲 基 化 
通路 协同 ， 却 不 依赖 于 该 通路 ， 表 明 植 物 中 具有 多 层次 的 转录 水 平 调控 方式 《Tariq 
and Paszkowski 2004) 。 

另外 三 种 被 公认 的 染色 质 重 塑 因子 包括 SPD(Splayed), PIE (Photoperiod-inde- 
pendent early flowering) 及 PKLCPickle) ， 它 们 都 是 在 其 对 应 的 缺陷 突变 体 发 育 过 程 中 
发 现 的 ， 但 是 还 没有 发 现 它们 在 特定 染色 质 修饰 中 的 作用 (Wagner 2003) 。 


染色 质 组 装 因子 


尽管 SWI2/SNEF2 蛋白 可 能 参与 染色 质 的 组 装 ， 染 色 质 在 复制 后 进行 重组 以 及 修复 
相关 的 DNA 合成 还 需要 其 他 的 成 分 。 染 色 体 组 装 因 子 (chromatin assembly factor, 
CAF) 由 3 个 亚 基 组 成 ， 协 助 半 组 装 的 核 小 体 进入 复制 叉 。 拟 南 芥 中 两 个 较 大 的 CAF 
亚 基 (fasl, fa2) 的 突变 体会 出 现 异常 形态 〈 带 化 现象 ，fasciation， 图 2f) ， 产 生 
DNA 修复 的 缺陷 以 及 重复 片段 的 去 抑制 (Takeda et al. 2004), 。 这 表明 正确 的 核 小 体 
装 外 是 发 育 和 表 观 遗传 调控 所 必需 的 。 同 时 发 现 CAF 亚 基 的 缺失 不 会 影响 DNA 甲 基 
化 的 维持 ， 但 是 可 以 导致 其 他 表 观 遗传 标记 的 擦 除 ， 例 如 组 蛋白 修饰 。CAF 第 三 个 亚 
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基 MSI 的 低 表达 不 会 导致 再 次 带 化 现象 的 出 现 ， 但 是 会 导致 畸形 的 种 子 发 育 及 严重 的 
形态 上 的 改变 (综述 见 Hennig et al，2005)。BRU 基因 被 认为 不 与 任何 已 知 的 染色 质 
组 装 蛋 白 相 关 ， 但 是 其 的 突变 却 和 fas 的 突变 体 表 型 非常 相似 ， 于 是 被 科学 家 认为 非常 
有 可 能 参与 复制 后 期 染色 体 组 装 过 程 中 维持 表 观 遗传 信息 和 保证 遗传 信息 的 完整 
(Takeda et al. 2004)。 最 终 ， 由 于 一 种 复制 相关 和 蛋白 复合 物 的 亚 基 RPA2 HRD, = 
致 DNA 易 损伤 且 转 录 沉 默 减少 ， 进 而 改变 组 蛋白 修饰 标记 但 并 不 改变 DNA 甲 基 化 模 
式 (Elmayan et al. 2005; Kapoor et al，2005b) 。 


类 异 染 色 质 蛋白 


果 蝇 及 哺乳 动物 中 的 HP1(heterochromatin protein 1) 以 及 它们 在 真菌 中 的 同 源 和 蛋 
白 是 表达 沉默 的 异 染 色 质 重要 的 组 成 部 分 。HP1 通过 chromo 结构 域 结 合 到 甲 基 化 的 组 
蛋白 H3K9 上 ， 协 助 传递 基因 沉默 的 状态 ， 并 形成 异 染 色 质 型 的 结构 域 。 拟 南 芥 基因 
组 编码 一 个 与 果 蝇 HPL 同 源 的 蛋白 ， 被 称 为 类 异 染 色 质 蛋白 (like heterochromatin 
protein, LHP1) (Gaudin et al. 2001) 或 TFL2(terminal flower 2) (Kotake et al. 
2003) ， 它 的 突变 体会 改变 植物 的 株 形 并 改变 叶 的 发 育 ， 引 起 早 花 。 尽 管 这 个 突变 体 的 
表 型 表明 它 在 植物 基因 表达 中 有 重要 的 作用 。 但 是 似乎 LHP1 并 不 是 像 HP1 那样 ， 通 
过 形成 抑制 型 的 染色 质 复合 体 作 用 的 。 拟 南 芥 中 的 LHP] 调控 常 染 色 质 的 位 点 ， 而 常 
染色 质 并 不 是 DNA 甲 基 化 的 目标 (Kotake et al. 2003; Tariq and Paszkowski 2004), 
因此 ， 植 物 中 的 LHP1 发 其 他 生物 中 的 HP1 应 该 是 通过 不 同 的 方式 进化 而 来 的 。 


3.RNAi 介 导 的 基因 沉默 通路 的 分 子 组 成 


传统 的 现代 表 观 遗传 研究 关注 DNA 甲 基 化 和 组 蛋白 的 修饰 。 在 过 去 的 几 年 中 ， 有 
证 据 表明 研究 重心 将 转向 RNA 干扰 CRNAD 通路 指向 的 特异 基因 组 区 域 。 甚 至 ， 现 
在 在 很 多 真 核 生 物 不 可 能 脱离 RNA 机 制 分 子 组 成 来 考虑 表 观 遗传 调控 的 问题 (Matz- 
ke and Birchler 2005) 。 在 植物 中 此 说 法 尤其 正确 ， 因 为 植物 中 RNAi 介 导 的 基因 沉默 
途径 的 存在 远 远 超过 了 任何 一 种 生物 。 


3.1 细 述 植物 中 RNAi 介 导 的 基因 沉默 


RNAi 和 其 相关 的 基因 沉默 体现 了 细胞 对 双 链 RNA(dsRNA) 的 反应 。 在 这 些 通路 
中 ， 双 链 RNA 被 RNaselII 类 似 的 内 切 核 酸 酶 一 一 Dicer 加 工 成 小 RNA， 这 些小 RNA 
决定 了 沉默 的 特异 性 ， 并 特异 性 地 结合 到 对 应 的 目标 核酸 链 上 。 小 RNA 整合 形成 多 重 
白 的 沉默 因子 复合 体 ， 指 导 序列 特异 性 的 mRNA 降解 、 抑 制 翻译 (PTGS) ate 
染色 质 的 修饰 《TGS) 。 沉 默 因 子 复 合体 的 一 个 重要 成 分 就 是 Argonaute HA, CHW 
PAZ 结构 域 结合 到 小 RNA E. Argonaute 蛋白 家 族 的 成 员 组 成 了 RNAI 介 导 的 基因 议 
默 作 用 中 最 重要 的 一 类 和 蛋白 家 族 ， 对 于 不 同 的 沉默 因子 复合 体 具有 不 同 的 特异 功能 〈 综 
述 见 Carmell et al. 2002). 除了 参与 病毒 防御 和 转 座 子 的 调控 ，RNAIi 介 导 的 基因 沉默 
在 植物 和 动物 的 发 育 中 有 十 分 重要 的 作用 。 
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RNAI 介 时 的 基因 沉默 的 目的 反映 了 它 在 进化 中 与 复制 时 出 现 双 链 RNA 的 病原 体 
征 共 同 进 化 的 ， 如 RNA 病毒 和 类 病毒 。 甚 至 ， 它 是 与 一 种 转基因 一 一 另 一 种 外 来 核酸 
一 同 进化 的 ， 因 而 这 些 RNA 病原 体 对 于 发 现 和 研究 植物 中 不 同形 式 的 RNA 干扰 介 导 
的 基因 沉默 非常 有 价值 。 

RNAi 介 导 的 基因 沉默 途径 在 植物 中 的 多 样 性 体现 为 : 

(1) 编码 RNA 核心 组 件 的 基因 家 族 非常 庞大 而 且 功能 多 样 : 拟 南 芥 基 因 组 编码 4 
个 类 似 DICER(DCL) 的 蛋白 和 10 个 Argonaute(AGO) 蛋白 。 

(2) 小 RNA 长 度 不 同 且 功 能 多 样 ， 包 括 起 源 自转 基因 和 病毒 的 21nt 的 短 干 扰 
RNA(siRNA),， 还 有 几 种 内 源 的 小 RNA， 例如 21 一 24nt 的 微小 RNA (microRNA); 
21nt 的 反 式 作用 的 siRNA 以 及 24~26nt 的 异 染 色 质 siRNA， 

(3) 不 同 小 RNA 引起 的 不 同 的 基因 沉默 模式 ，PTGS 包含 mRNA 的 降解 或 者 翻 
译 的 抑制 ，TGS 与 表 观 遗传 修饰 相关 ， 如 DNA 胞 喀 院 的 甲 基 化 和 组 蛋白 的 甲 基 化 。 

(4) PIGS 在 抗 病毒 防御 中 有 很 重要 的 作用 ， 它 是 由 多 种 植物 病毒 蛋白 在 通路 的 不 
同 阶段 抑制 基因 沉默 引起 的 。 

(5) 某 些 过 程 的 存在 ， 如 非 细胞 自主 沉默 (non-cell-autonomous silencing) 和 传递 
性 〈 见 本 章 3. 2 节 ， 非 细胞 自主 沉默 和 传递 性 ) ， 依 赖 于 RNA 依赖 的 RNA RABE, mi 
且 这 些 酶 中 有 6 个 由 拟 南 芥 基因 组 编码 。 

这 些 方面 将 在 讲述 植物 RNA 干扰 介 导 的 基因 沉默 的 3 条 主要 通路 的 框架 时 会 提 到 
(图 9-3a~c)。 然 而 ， 需要 记 住 的 是 这 些 通路 在 很 多 点 上 是 相互 交叉 的 。 已 研究 出 功能 
的 组 件 列 在 表 9-2 中 。 


3.2 通路 一 : 转基因 相关 的 转录 后 沉默 及 病毒 诱导 的 基因 沉默 (PITGS/ 
VIGS) 


由 转基因 或 病毒 引起 的 RNAI 介 导 的 基因 沉默 似乎 主要 是 宿主 对 于 外 来 侵入 的 核 
酸 、 也 包括 病毒 、 转 座 子 及 转基因 的 主要 防御 方式 。 


dsRNA 的 来 源 及 加 工 


转基因 载体 可 以 正义 、 反 义 或 者 反 向 DNA 重复 序列 的 方式 插入 植物 的 基因 组 。 病 
毒 基 因 组 可 以 是 单 链 或 双 链 的 DNA 或 RNA。 因 此 ， 在 这 条 通路 中 ， 双 链 RNA 可 以 通 
过 很 多 途径 产生 。 原 则 上 ， 反 义 的 转录 产物 可 以 与 目标 mRNA 配对 形成 双 链 RNA。 通 
过 反 回 重复 序列 产生 的 翻译 产物 可 以 形成 葵 环 结构 的 RNA。RNA 病毒 编码 自己 的 依赖 
F RNA 的 RNA RAR (vRdRP) 并 通过 双 链 RNA 中 间 体 完成 复制 ， 直 接 通过 双 链 
RNA 进入 到 通路 中 。 相 反 ， 正 义 的 转基因 和 DNA 病毒 ， 如 双生 病毒 (Geminivirus), 
则 需要 细胞 的 依赖 于 了 RNA 的 RNA 聚合 酶 RDR6 以 及 其 他 的 因子 (SDE3、SGS3 和 
WEX; 表 9-2) 来 完成 双 链 RNA 的 合成 。 为 了 成 为 RDR6 的 底 物 ， 正义 转基因 的 转录 
产物 和 DNA 病毒 被 认为 具有 特殊 的 性 质 ， 如 缺少 5 帽子 或 者 Poly(A) Æ (综述 见 
Meins et al. 2005), 

在 PTGS 通路 中 将 双 链 RNA 加 工 成 siRNA 所 需要 的 DCL 蛋白 的 活性 至 今 仍 未 研 
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图 9-3 植物 中 RNA 介 导 的 基因 沉默 途径 

尽管 存在 --- 些 重合 和 共有 的 组 成 ，3 条 主要 途径 在 dsRNA 来 源 、 小 RNA 分 类 、 靶 序列 属性 以 及 引起 的 沉默 模式 
等 方面 是 不 同 的 。 含 有 Argonaute 蛋白 沉默 效应 复合 物 显示 在 亮 灰 色 标 记 区 内 。 黄 色 框 内 标记 为 已 知 在 核 内 发 生 的 
过 程 。 细 节 内 容 请 参看 正文 ， 调 节 组 分 的 名 字 请 参考 表 9-2。 植 物 特异 蛋白 用 绿色 标记 。PTGS ，posttranscription- 
al gene silencing， 转 录 后 基因 沉默 ，VIGS，virus-induced gene silencing， 病 毒 诱导 的 基因 沉默 ;TGS，transcrip- 
tional gene silencing， 转 录 水 平 基 因 沉 默 ; RdDM，RNA-directed DNA methylation, RNA 指导 的 DNA 甲 基 化 ; 
IR, inverted repeats, fel BH; AS, antisense, X; vRdRP, virally encoded RNA-dependent RNA polymer- 
ase， 病 毒 编 码 的 RNA 依赖 的 RNA BAB; aRNA, aberrant RNA, $% RNA; siRNA, short interfering RNA, 
短小 干扰 RNA; RISC, RNA-induced silencing complex, RNA 诱导 的 沉默 复合 物 CECA Meins et al. 2005). 


究 清楚 〈(DCLX) 。 通 过 dell 部 分 丧失 功能 的 罕 变 体 的 测试 表明 ，DCL1 似乎 并 不 参与 
该 加 工 过 程 。 植 物 特异 的 蛋白 HEN1 在 小 RNA 的 3" 端 的 核 苷 酸 碱 基 上 加 上 甲 基 ， 起 到 
保护 它们 不 会 尿 喀 啶 化 并 降解 (Li et al. 2005), DCL2 被 证 实 参与 通过 一 些 但 不 是 全 
部 的 RNA 病毒 形成 shRNA (Xie et al. 2004), 

PTGS 和 VIGS 导致 产生 两 类 不 同 大 小 的 siRNA (21~22nt 和 24~26nt)， 这 两 类 
siRNA 有 不 同 的 功能 (Baulcombe 2004)。 通 常 ，21nt 的 siRNA 指导 RNA 的 前 切 ， 而 
24~26nt 的 siRNA 被 称 为 异 染色 质 siRNA， 指 导 同 源 DNA 序列 的 表 观 遗传 修饰 〈 即 
TGS; 见 本 章 3.4 节 )。 

在 DCL 加 工 以 后 ，siRNA 不 再 卷曲 ， 其 反 义 链 与 Argonaute FARR MRE 
用 ， 组 装 成 为 RNA 诱导 的 基因 沉默 复合 体 的 一 部 分 (RNA-induced silencing complex, 
RISC), siRNA 指导 的 RISC 在 siRNA-mRNA 形成 的 配对 体 的 单位 点 对 目标 mRNA 进 
行 核 苷 酸 的 前 切 。 在 哺乳 动物 中 ， 前 切 是 由 Ago 剪 切 子 催 化 的 〈 见 第 8 章 )。 拟 南 芥 


SMES 


的 和 蛋白 AGOI 在 转基因 PTGS 通路 中 行使 这 个 功能 (Baumberger and Baulcombe 
2005) 。 核 酸 切割 以 后 ， 切 断 的 带 3 端的 mRNA 片段 被 外 切 核酸 酶 AtXRN4 以 5' 到 3 
的 方向 降解 (Souret et al. 2004); 而 带 5 端的 部 分 则 由 外 切 核酸 酶 自 3' 向 5 降解 。 


非 细 胞 自主 沉默 和 传递 性 


植物 中 的 PTGS 有 两 个 特殊 的 性 质 ， 这 些 性 质 是 依赖 于 RNA 依赖 的 RNA 聚合 酶 
RDR6 的 活性 ， 非 细胞 自主 沉默 以 及 传递 性 (图 9-3a) 。 对 于 前 者 ， 诱 导 PTGS 的 RNA 
信号 从 起 源 细 胞 通过 胞 间 连 丝 传递 到 相 邻 细胞 或 者 脉 管 系统 诱导 序列 特异 性 的 长 距离 基 
AUR (如 前 面 图 中 的 实验 所 述 ) (综述 见 Voinnet 2005) 。 移 动 的 小 RNA 提供 系统 性 
的 沉默 信号 ， 因 而 可 能 具有 双重 的 功能 ， 即 通过 促进 细胞 间 通 讯 的 方式 影响 植物 发 育 和 
协调 植物 相隔 较 远 的 两 个 部 分 的 活动 。 有 一 个 蛋白 支持 了 该 假设 ， 它 是 microRNA 
(miRNA， 在 发 育 中 起 重要 作用 ， 见 本 章 3. 3 节 ) 和 韧 皮 部 汁液 的 一 个 小 型 的 RNA 的 
结合 重 白 ， 是 通过 植物 脉 管 系统 进行 代谢 的 主要 转运 体 (Yoo et al. 2004), 

传递 性 指 的 是 主要 目标 区 域 以 外 序列 对 应 产生 的 次 级 siRNA。 为 了 产生 这 些 
siRNA， 依 束 于 RNA 的 RNA 聚合 酶 用 初级 siRNA 作为 引物 ， 从 转基因 或 病毒 的 模板 
RNA 中 合成 次 级 双 链 RNA。Dicer 加 工 产生 次 级 siRNA， 这 扩大 了 基因 沉默 的 作用 ， 
且 当 病毒 RNA 包含 其 中 时 ， 抵 抗 病毒 的 能 力也 增强 (Vionnet 2005), 

除了 植物 以 外 ， 同 时 发 现 非 细 胞 自身 基因 沉默 现象 和 转 递 性 现象 的 只 有 线虫 (C. 
elegans) (UWR 8 章 )， 因 为 它 被 公认 有 依赖 于 RNA 的 RNA 聚合 酶 活性 ， 而 此 活性 在 
哺乳 动物 与 果 蝇 中 是 不 存在 的 。 


基因 沉默 的 病毒 抑制 因子 


植物 病毒 不 仪 诱导 基因 沉默 和 成 为 基因 沉默 的 目标 ， 它 们 同时 编码 可 以 抑制 沉默 作 
HEERA (REJI Voinnet 2005) 。 这 更 支持 了 一 个 理论 , PTGS 是 对 病毒 的 自然 防御 ， 
因为 这 些 电 日 形成 了 抗 防御 的 病原 体 机 制 。 大 多 植物 病毒 编码 至 少 一 种 基因 沉默 抑制 蛋 
AH, BRAS PTGS 通路 特定 的 步骤 中 发 挥 作 用 ， 尤 其 是 双 链 RNA 加 工 的 下 游 。 
PTGS 通路 被 病毒 抑制 最 好 的 证 明 是 在 杂 色 的 大 豆 上 ， 黑 色 斑 点 是 一 个 色素 基因 受 自 然 
PTGS 通路 反 式 作用 的 结果 〈 即 再 激活 ) (图 9-2e) (Senda et al. 2004)。 最 近 还 在 一 种 
昆虫 病毒 和 哺乳 动物 首 转录 病毒 中 发 现 了 RNA 干扰 的 病毒 抑制 现象 (Lecellier et al. 
2005; Vionnet 2005), 


3.3 通路 二 : 通过 miRNA 和 反 式 作用 siRNA 对 植物 发 育 的 调控 


在 植物 和 动物 中 发 现 内 源 的 miRNA 为 发 育 生物 学 和 RNA 干扰 介 导 的 基因 沉默 的 
研究 开创 了 新 的 世纪 (综述 见 Bartel 2004), miRNA 通过 碱 基 配 对 到 目标 mRNA 并 诱 
+ mRNA 的 切割 或 是 抑制 翻译 来 达到 沉默 基因 表达 的 作用 。miRNA 对 植物 发 育 的 重 
要 性 体现 为 miRNA 产生 和 基因 沉默 必须 的 很 多 基因 一 一 包括 DCL1, AGO, HENI, 
HYLI 及 HST 都 在 对 发 育 突变 体 的 筛选 中 被 发 现 ， 后 来 又 被 发 现 对 于 miRNA 的 积累 
有 很 重要 的 作用 。 在 这 些 和 蛋白 缺陷 的 突变 体 的 表 型 上 可 以 揭示 miRNA 的 很 多 功能 : 分 
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生 组 织 功 能 、 上 需 官 极 性 、 脉 管 发 育 、 花 型 以 及 应 激 作 用 /激素 应 答 〈 综 述 见 Kidner and 
Martenssen 2005) 。 最 近 发 现 miRNA 参与 生成 一 种 新 的 小 RNA 一 一 - 反 式 作用 的 siR- 
NA, 


miRNA 的 功能 和 生物 学 形成 


miRNA 初始 发 现 于 克隆 小 片段 的 小 RNA， 这 些小 RNA 的 长 度 从 18~28nt 不 等 。 
在 植物 中 ，miRNA 与 目标 mRNA 高 度 的 互补 性 给 通过 计算 方式 识别 其 余 的 miRNA 带 
来 很 大 的 便利 。 到 目前 为 止 ， 拟 南 芥 中 编码 27 个 不 同 mRNA 的 92 个 位 点 被 发 现 ， 在 
小 鼠 中 发 现 的 数目 是 相似 的 。 其 中 很 多 miRNA 基因 的 表达 是 随 着 发 育 或 者 环境 调控 
的 。 拟 南 芥 中 50%% 的 miRNA 的 目标 是 转录 因子 ， 它 们 其 中 很 多 被 认为 是 分 生 组 织 形 成 
和 功能 的 调控 因子 ， 这 些 功 能 是 在 确定 它们 是 miRNA 目标 之 前 就 已 经 确定 的 。 相 反 的 
是 ， 动物 细 胞 中 miRNA 并 不 以 转录 因子 为 目标 ， 而 是 调控 细胞 很 多 层面 上 的 不 同 基 
因 。 拟 南 章 miRNA 通路 有 两 个 非常 重要 的 蛋白 : DCL1 和 AGO1， 它 们 本 身 也 被 miR- 
NA 调控 的 ， 是 一 种 负 反 馈 调 节 的 途径 (Kidner and Martienssen 2005), 

很 多 miRNA 在 真 核 动物 的 进化 中 是 保守 的 〈Axtell and Bartel 2005) ， 有 些 甚至 很 
古老 。 一 个 代表 性 的 例子 ， 在 开花 植物 、 裸 子 植物 和 更 原始 的 植物 中 ， 调 控 分 生 组 织 形 
成 和 侧 向 器 官 不 对 称 等 转录 因子 的 编码 mRNA 就 与 同类 的 miRNA 完美 匹配 。 这 表明 
该 功能 的 保守 性 至 少 维持 了 4 亿 年 (Floid and Bowman 2004)。 

miRNA 的 编码 区 通常 位 于 两 个 编码 蛋白 的 基因 之 间或 者 位 于 内 含 子 内 。 它 们 源 于 
不 完整 的 RNA 蔡 环 结构 前 体 ， 这 些 前 体 长 度 为 70 一 300 核 苷 酸 不 等 ， 并 且 是 由 依赖 
DNA 的 RNA 聚合 酶 开 转 录 完 成 的 。 植 物 的 miRNA 前 体 的 加 工 过 程 在 核 中 完成 ， 并 需 
要 经 过 多 个 步骤 。 首 先 ， 核 中 DCL1 去 除 前 体 miRNA 的 两 端 。 该 步骤 需要 双 链 RNA 
结合 蛋白 HYLI 的 协助 ，HYL1 蛋白 是 最 初 在 其 突变 体 的 激素 应 答 缺 陷 表 型 中 发 现 的 
(Han et al. 2004; Vasquez et al，2004a) 。 第 二 步 包 括 通过 DCL1 释放 双 链 miRNA 
(miR/miR* , 图 9-3b), HEN1 对 其 3 端 进 行 甲 基 化 。 将 miR/miR* 从 核 运 送 到 胞 质 需 
要 HASTY ÆA (HST), HASTY 是 哺乳 动物 Exportin 5 MRH (Park et al. 
2005) 。 在 核 成 分 中 也 发 现 了 成 熟 的 miRNA， 表 明 有 些 miRNA 可 能 留 在 核 中 指导 表 观 
遗传 修饰 。 甚 至 ， 一 些 互补 于 剪 切 且 新 生 转 录 因 子 的 转录 产物 的 miRNA 会 诱导 目标 基 
因 下 游 的 DNA 序列 发 生 胞 旷 啶 甲 基 化 ， 但 是 其 机 理 尚 未 得 知 (Schubert et al. 2005). 

植物 中 miRNA 的 来 源 与 哺乳 动物 中 有 所 不 同 ， 哺 乳 动物 细胞 质 中 含有 单个 Dicer 
酶 ， 而 核 中 含有 第 二 个 RNA 酶 亚 的 活性 的 Drosha HA. Drosha 与 双 链 RNA BAER 
白 Pasha 一 起 剪除 初级 转录 产物 Cpri-miRNA) 的 末端 ， 而 Drosha 或 者 Pasha 在 植物 
中 都 不 含有 同 源 蛋白 。 产 生 的 前 体 miRNA(premiRNA) 通过 和 蛋 日 Exportin 5 介 导 的 
通路 转运 到 细胞 质 中 ， 最 后 由 Dicer 完成 对 成 熟 miRNA 的 加 工 (Du and Zamore 2005; 
Kim 2005), 


植物 miRNA 指导 mRNA 的 剪 切 
通常 ， 动 物 的 miRNA SHER mRNA 的 互补 并 不 完美 ， 主 要 通过 结合 3-UTR 


表 观 遗传 学 


区 域 的 多 个 位 点 实现 对 翻译 的 抑制 。 相 反 的 是 ， 与 目标 区 域 完 美 匹配 的 植物 miRNA 还 
对 mRNA 的 剪 切 有 协助 作用 ,与 siRNA 的 作用 机 制 类 似 。 但 是 随 着 研究 的 继续 ， 这 两 
条 “规则 ”的 例外 越 来 越 多 。 例 如 ， 植 物 miR172 可 以 抑制 翻译 ， 而 特定 的 哺乳 动物 的 
miRNA 也 可 以 导致 mRNA RBI (综述 见 Du and Zamore 2005), 

AGOI 是 Argonaute 蛋白 家 族 最 重要 的 成 员 ， 也 是 拟 南 并 中 mRNA 指导 的 RISC 
中 行使 mRNA 切割 功能 的 组 件 (Baumberger and Baulcombe 2005), AGO] 的 发 现 早 
于 miRNA 的 发 现 ， 是 从 叶子 发 育 有 缺陷 的 罕 变 体 中 筛选 得 到 的 。Argonaute 这 个 名 字 
WF agol 突变 体 的 表 型 ， 这 种 突变 体 很 像 钓 钩 ， 因 为 其 叶子 细 且 窗 。Agol 的 突变 体 
呈现 顶端 分 生 组 织 的 缺陷 ， 这 与 PNH/ZLL/AGO10 突变 体 的 表 型 相似 〈 表 9-2)， 
AGO10 与 AGO] 非常 相似 ,但 似乎 并 不 是 PTGS 通路 需要 的 《Vaucheret et al. 
2004), AGO 和 蛋白 在 植物 分 生 组 织 中 的 重要 功能 与 它们 在 干细胞 维持 方面 的 功能 是 一 致 
的 (Carmell et al. 2002; Kidner and Martienssen 2005), 


反 式 作用 的 siRNA 


反 式 作用 (trans-acting) 的 内 源 siRNA(ta-siRNA) 是 最 近 在 拟 南 芥 中 发 现 的 一 种 
新 的 小 RNA。ta-siRNA 可 以 诱导 其 目标 mRNA 的 切割 ， 它 同时 具有 siRNA 和 miR- 
NA 的 特点 。 与 siRNA 相似 的 是 ，ta-siRNA 的 双 链 RNA 的 合成 依赖 于 RDR6 及 
SGS3; 而 与 miRNA 相似 的 是 ，ta-siRNA 起 源 于 基因 组 的 区 域 ， 且 与 它 的 目标 mRNA 
序列 很 少 雷 同 。 为 了 保证 能 与 目标 mRNA 配对 的 正确 siRNA 的 形成 ，miRNA 通过 
DCL4 酶 完成 了 dsRNA 前 体 的 逐步 剪 切 RNA 前 体 (图 9-3b) (Allen et al. 2005; Gas- 
coilli et al. 2005), 

ta-siRNA 在 发 育 时 间 调 控 上 具有 功能 。 在 发 育 过 程 中 ， 开 花 植 物 的 发 育 过 程 经 历 
2 个 相 变 : 植物 相 变 ， 包含 了 从 幼体 到 成 体 的 转变 以 及 繁殖 相 变 ， 产 生 带 有 花苞 的 校 条 
而 不 是 植物 性 的 发 芽 〈 图 9-1)。 尽 管 对 开花 诱导 的 遗传 分 析 已 经 取得 了 很 大 的 进展 ， 
但 是 对 于 植物 期 的 相 变 了 解 依旧 很 少 。 一 种 Argonaute 蛋白 ，ZIPPY/AGO7， 在 这 个 
转化 过 程 中 有 特定 的 作用 。 对 出 现 早熟 植物 相 变现 象 的 突变 体 的 筛选 发 现 了 PTGS 中 
两 个 重要 的 基因 ，RDR6 及 SGS3 ， 而 该 突变 体 与 zip/ago7 突变 体 非 常 相似 〈 图 9-3b) 
(Peregrine et al. 2004) 。 进 一 步 的 分 析 表 明 在 rdr6 和 sgs3 突变 体 中 被 上 调 表 达 的 几 个 
基因 通过 转录 后 调节 被 ta-siRNA 所 沉默 (Vazquez et al. 2004b) 。 这 些 发 现 表明 PTGS 
机 制 的 组 件 不 只 是 在 病毒 防御 和 转基因 沉默 上 具有 重要 功能 ， 也 同时 对 发 育 转变 的 时 间 
具有 调控 功能 。 现 在 还 未 知 ta-siRNA 在 动物 中 是 否 有 对 应 的 形式 存在 。 


3.4 通路 三 : 转基因 相关 的 转录 水 平 沉 默 ，RNA 指导 的 DNA 甲 基 化 
和 异 染 色 质 的 形成 
现今 RNA 干扰 介 导 的 转录 水 平 基因 沉默 的 概念 是 源 于 早期 对 植物 中 同 源 性 依赖 的 
基因 沉默 的 研究 ， 该 基因 沉默 是 由 多 拷贝 的 启动 子 区 引起 的 ， 正 源 于 植物 中 RNA 指导 
的 DNA 甲 基 化 的 研究 〈 综 述 见 Matzke and Matzke 2004) 。 越 来 越 多 的 研究 开始 关注 裂 
殖 酵 母 中 对 RNA 干扰 介 导 的 异 染色 质 形成 以 及 哺乳 动物 细胞 中 siRNA 介 导 的 TGS 
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( 见 第 6、8 章 )， 这 些 研究 拓展 了 这 种 行为 在 动 植物 中 的 范围 ， 也 再 次 确认 了 RNA F 
扰 机 制 的 普遍 存在 。 


RNA 指导 的 DNA 甲 基 化 


RdDM 最 初 是 在 被 类 病毒 感染 的 烟草 植物 中 发 现 的 ( Wassenegger et al. 1994), 
类 病毒 是 十 分 微小 的 植物 病原 体 ， 仅 仅 包 含 一 个 不 编码 蛋白 的 ， 几 百 碱 基 的 环 状 RNA, 
在 以 前 的 实验 中 ， 发 现 复制 中 的 类 病毒 可 以 引起 类 病毒 cDNA 的 从 头 甲 基 化 ， 而 类 病 
毒 的 cDNA 会 整合 到 烟草 的 基因 组 中 。 随 后 ， 利 用 转基因 系统 发 现 RdDM 需要 双 链 
RNA， 这 些 双 链 RNA 可 以 被 加 工 成 小 RNA， 这 正 是 RNA 干扰 的 标志 。RNA 病毒 是 
唯一 被 发 现在 细胞 质 中 复制 的 病毒 ，RNA 病毒 也 可 以 引起 同 源 性 的 核 DNA 的 甲 基 化 ， 
表明 PTGS 产生 的 细胞 质 中 的 小 RNA 可 以 进入 细胞 核 中 并 诱导 表 观 遗传 变化 。 包 含 启 
动 子 序 列 的 双 链 RNA 可 以 指导 DNA 甲 基 化 以 及 同类 目标 启动 子 的 转录 水 平 沉 默 ( 综 
述 见 Mathieu and Bender 2004; Matzke et al. 2005), 

在 植物 中 ，RNA 会 诱导 一 种 特殊 的 从 头 甲 基 化 模式 ， 这 种 模式 的 特点 是 在 全 序列 
范围 内 对 胞 喀 啶 进行 修饰 ， 大 部 分 位 于 RNA-DNA 序列 一 致 区。 这 个 特点 暗示 RNA- 
DNA 碱 基 的 互补 为 从 头 甲 基 化 提供 了 反应 的 底 物 ， 但 是 仍旧 需要 实验 来 确认 。 同 时 ， 
不 对 称 的 CpNpN 甲 基 化 的 维持 在 缺少 了 引发 物 RNA 后 效率 很 低 ， 而 对 称 的 CpG 和 
CpNpG 甲 基 化 即使 RNA 在 不 同 启 动 子 上 ， 也 可 以 不 同 程度 地 维持 其 甲 基 化 的 水 平 。 
甲 基 化 维持 效率 上 的 不 同 可 能 反映 了 序列 组 成 上 的 不 同 或 者 是 组 蛋白 修饰 模式 的 差异 。 

结合 转基因 和 内 源 基因 系统 基因 第 选 得 到 的 综合 数据 可 提示 RdDM 和 TGS 所 需要 
的 分 子 成 分 。 转 基因 系统 依赖 于 已 转录 的 反 向 重复 序列 或 病毒 能 产生 与 目标 DNA 位 点 
具有 同 源 性 的 dsRNA。 内 源 基 因 在 正 向 遗传 第 选中 提供 了 丰富 的 信息 ， 例 如 氨基 茶 甲 
FS BERR IA He FS Ae Ge 4 RE «Cphosphoribosyl anthranilate isomerase, PAD 基因 家 族 以 及 
SUPERMAN 基因 (Chan et al. 2005)。 这 些 基 因 具 有 一 定 的 特点 ， 使 得 他 们 可 以 成 为 
RdDM 或 TGS 的 目标 或 诱导 物 。 例 如 ，PAT 基因 家 族 包 含 4 个 成 员 ， 其 中 2 个 具有 反 
回 重复 排列 的 特点 。 从 不 相关 的 上 游 启 动 子 转录 反 辐 重复 序列 会 得 到 一 段 双 链 RNA, 
这 个 双 链 RNA 以 PAT 基因 单 找 贝 为 目标 进行 甲 基 化 和 沉默 。 


植物 特异 的 RdDM 机 制 


多 数 情 况 下 ， 保 守 的 DNA 甲 基 转移 酶 和 组 蛋白 修饰 酶 是 RdDM 所 必需 的 〈 本 章 
2.1 和 2.2 节 )。 所 有 序列 胞 喀 啶 的 从 头 甲 基 化 是 由 保守 DRM 型 的 DNA 甲 基 转 移 酶 所 
催化 的 。 保 守 的 METI 和 植物 特有 的 CMT3 主要 的 功能 是 维持 CpG 和 CpNpG 核酸 组 
的 甲 基 化 ， 尽 管 其 被 报道 对 从 头 甲 基 化 的 作用 很 小 。 保 守 的 组 掉 白 去 乙酰 化 酶 HDA6 
和 SW12/SNF2 4A DDM1 协助 某 些 位 点 CpG 甲 基 化 的 维持 。 组 蛋白 甲 基 转 移 酶 
KYP/SUVH4 参与 特定 位 点 由 RNA 诱导 的 CpNpG 甲 基 化 的 维持 (综述 见 Chan et al. 
2005). 

最 近 一 项 令 人 惊奇 的 发 现 表明 RdDM 需要 一 种 植物 特异 的 被 称 作 “Pol WV” W 
RNA 聚合 酶 的 参与 。 目 前 为 止 在 所 有 的 真 核 生物 中 有 3 种 依赖 DNA 的 RNA 聚合 


表 观 遗传 学 


酶 一 一 Pol I, Pol], Pl 焉 ， 均 包含 有 多 个 由 不 同 基 因 编 码 的 亚 基 。Pol 存在 的 第 
一 个 依据 是 对 拟 南 芥 基 因 组 序列 的 分 析 ， 其 显示 了 有 些 基因 编码 最 大 和 第 二 大 的 某 种 非 
典型 RNA 聚合 酶 的 亚 基 ， 而 这 种 聚合 酶 是 植物 特有 的 。 看 起 来 有 两 种 功能 上 不 同 的 
Pol 人 W 复 合体 ， 特 点 是 两 种 Pol 的 最 大 亚 基 不 同 ， 但 都 与 一 个 共同 的 亚 基 (第 二 大 ) 
相互 作用 。Pol Na 是 产生 siRNA 必需 的 ， 这 是 由 起 始 转录 靶 基 因 的 功能 推测 而 来 的 
(Herr et al. 2005; Onodera et al，2005) 。 最 初 的 转录 产物 被 RDR? 作为 模板 产生 双 链 
RNA， 然 后 由 DCL3 加 工 ，DCL3 具有 核 内 活性 可 以 通过 转 座 子 和 重复 序列 产生 24 个 
核 苷 酸 的 异 染 色 质 siRNACXie et al，2004)。 在 siRNA 产生 的 下 游 ，Pol Vb 与 植物 特 
异 的 类 SWI2/SNF2 蛋白 DRDI 相互 作用 ， 提 供 DNA 甲 基 化 信号 (Kanno et al. 
2005)， 并 可 能 与 AGO4 协同 效应 (图 9-3c) (Chen et al. 2005) 。 然 而 Pol Vb BBS 
与 转录 RNA 还 未 知 ， 但 是 它 的 净 效 应 是 形成 异 染 色 质 结构 ， 以 便 人 允许 DNA 甲 基 转移 
酶 在 siRNA 目标 位 点 催化 胞 喀 啶 的 从 头 甲 基 化 。 尽 管 其 他 真 核 生 物 不 含有 Pol Vid, 
但 是 负责 转录 mRNA 前 体 的 Pol I 的 两 个 亚 基 是 裂 殖 酵母 中 RNA 干扰 介 导 的 异 染色 
质 形成 所 必需 的 〈 见 第 6、8 BE), 

尽管 人 类 细胞 中 启动 子 指导 的 siRNA 能 诱导 TGS， 仍 有 相反 的 报道 质疑 是 否 TGS 
伴随 可 检测 的 DNA 甲 基 化 的 存在 (Kawasaki et al. 2005; Ting et al，2005)。 植 物 中 
很 多 RADM 所 需 的 蛋白 仅 是 在 植物 界 中 发 现 (图 9-3c) 。 因 此 ， 如 果 RdDM 在 哺乳 动 
物 中 发 生 ， 则 其 机 制 或 蛋白 系统 与 植物 中 的 应 有 差别 。 


通过 RNA 和 干扰 介 时 的 TGS 内 源 基 因 的 沉默 


很 多 转 座 子 和 DNA 重复 序列 如 5S rRNA 和 拟 南 芥 4 号 染色 体 上 富 含 转 座 子 的 异 
染色 质 纽 都 通过 RNA 介 导 的 机 制 实现 转录 沉默 和 甲 基 化 〈Lippman and Martienssen 
2004; Chan et al. 2005) 。 内 源 的 DNA 目标 反应 了 RNA 介 导 的 TGS 通路 的 自然 功能 ， 
这 种 功能 体现 为 抑制 转 座 子 活动 以 及 将 重复 序列 引入 异 染 色 质 部 分 。 然 而 ， 包 含 转 座 子 
播 人 序列 的 植物 基因 自身 可 以 成 为 RNA 干扰 介 导 的 沉默 和 甲 基 化 的 目标 序列 。 例 如 ， 
拟 南 芥 成 花 基 因 FWA 启动 子 中 有 从 转 座 子 中 衍生 而 来 的 重复 序列 ， 这 些 序列 就 是 同 源 
siRNA 甲 基 化 的 目标 (Lippman and Martienssen 2004), ， 因 此 可 以 沉默 那些 在 营养 组 织 
中 不 锌 需要 的 基因 。 在 某 些 拟 南 芥 品 种 中 ， 具 有 抑制 成 花 作 用 的 FLC 基因 内 含 子 中 的 
Mu 元 件 使 基因 对 产生 于 分 散 的 Mu 拷贝 的 siRNA 介 导 的 抑制 性 染色 质 修 饰 的 易 感 性 增 
强 (Liu et al. 2004), FLC 的 低 表 达 可 以 加 速 开 花 时 间 ， 在 特定 的 环境 下 具有 适应 的 
显著 性 。 由 于 很 多 植物 基因 在 启动 子 或 内 含 子 的 间歇 区 具有 转 座 子 揪 和 序列， 这 种 模式 
的 调控 可 能 是 植物 界 中 常见 的 。 甚 至 ， 随 着 对 表 观 遗传 调控 了 解 逐步 加 深 ，MecClintock 
关于 转 座 子 作 为 调控 元 件 调控 宿主 基因 和 发 育 的 观点 得 到 了 越 来 越 多 的 支持 (Mc- 
Clintock, 1956), 





4. 没有 RNA 参与 的 表 观 遗传 调控 


尽管 小 RNA 提供 了 特异 性 ， 但 是 却 不 能 涵盖 植物 中 所 有 表 观 遗传 修饰 的 模式 。 例 


第 9 章 植物 的 表 观 遗传 调控 


W, MOM 是 一 种 带 有 部 分 SNF2 结构 域 的 蛋白 ,但 没有 发 现 参与 RNA 干扰 介 导 的 
TGS 通路。 同时 也 没有 证 据 表 明和 蛋白 中 的 PcG 蛋白 是 通过 小 RNA 找到 他 们 的 目标 序 
列 的 。 其 他 形式 的 信号 ， 例 如 非 转 录 重 复 序列 同 源 配 对 或 特殊 的 序列 组 成 ， 也 可 能 参与 
异 染色 质 的 形成 和 募集 DNA 甲 基 转 移 酶 。 例 如 ，RNA THR PLE EH DNA P 
基 化 和 组 蛋白 甲 基 化 中 是 可 有 可 无 的 ， 而 富 含 TA 的 片段 则 是 修饰 作用 更 偏向 的 位 点 
( 见 第 6 章 ) 。 此 外 ， 在 裂 殖 酵 母 中 有 些 异 染色 质 的 形成 途径 是 不 依赖 于 RNA 干扰 的 
( 见 第 6、8 章 ) 。 

植物 中 有 一 种 不 寻常 的 、 不 涉及 RNA 于 扰 的 表 观 遗传 现象 被 称 为 副 突变 (para- 
mutation) 。 当 某 些 被 称 作 副 突变 基因 的 等 位 基因 施加 表 观 遗传 印记 于 易 感 等 位 基因 
(susceptible allele) 〈 亦 称 副 突变 等 位 基因 ，paramnutable allele) 时 ， 副 突变 就 发 生 了 。 
表 观 遗传 印记 是 通过 减 数 分 裂 遗 传 给 后 代 ， 即 便 在 两 个 相互 作用 的 等 位 基因 分 离 时 仍旧 
持续 存在 。 副 突变 是 孟 德 尔 遗 传 定律 的 一 个 例外 ， 孟 德尔 定律 认为 等 位 基因 从 杂 合 体 中 
分 离 后 是 保持 不 变 的 。 副 突变 的 现象 在 数 十 年 前 就 在 玉米 和 土豆 中 发 现 , 但 其 中 的 机 理 
始终 为 迹 。 副 突变 类 似 的 现象 最 近 在 哺乳 动物 中 发 现 ， 表 明 该 现象 不 是 仅 局 限于 植物 界 
(综述 见 Chandler and Stam 2004) 。 玉 米 中 的 B 基因 座 是 研究 最 多 的 副 突变 的 例子 ，B 
基因 座 包 含 一 系列 的 正 向 重复 序列 ， 大 约 位 于 转录 起 始点 100kb WAE, RATE 
突变 的 功能 ， 但 是 机 理 未 知 。 尽 管 没有 完全 排除 RNA 介 导 的 基因 沉默 的 可 能 ， 但 是 依 
赖 于 等 位 基因 配对 的 其 他 的 机 理 仍 列 于 考虑 中 〈 绿 述 见 Stam and Mittelsten Scheid 
2005) 。 
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在 本 章 中 ， 我 们 讨论 了 植物 有 关 的 基本 表 观 遗传 原理 以 及 它们 与 其 他 生物 表 观 遗传 
调控 现象 的 关系 。 很 显然 ， 植 物 与 其 他 生物 共同 拥有 许多 表 观 遗传 调控 的 特征 ， 但 是 它 
们 也 进化 产生 大 量 植物 特有 的 变化 和 创新 。 这 显示 出 了 植物 发 育 独 特 的 一 面 ， 也 解释 了 
他 们 在 不 可 预知 的 环境 中 超 强 的 存活 和 繁殖 能 力 。 

植物 特有 的 表 观 遗传 调控 中 最 显著 的 一 点 就 是 用 于 回复 性 表 观 遗传 修饰 的 垦 入 式 
系统 ， 该 系统 对 植物 发 育 的 可 塑性 和 适应 性 贡献 巨大 。 植 物 具 有 在 未 分 化 细胞 中 诱 
导 或 者 消除 抑制 性 修饰 的 能 力 ， 诱 导 通 过 RdDM 和 组 蛋白 修饰 完成 ， 而 消除 则 通过 
DNA 糖苷 酶 完成 CA DME 和 ROS1) ， 这 种 能 力 使 植物 可 以 在 不 涉及 DNA 复制 周期 
的 情况 下 启动 表 观 遗传 的 修饰 作用 。 表 观 遗 传 标记 从 基因 组 的 易 消除 性 或 许可 以 解 
释 植 物 从 一 个 体 细胞 克隆 出 整 株 植物 的 相对 简便 性 。 尽 管 如 此 ， 表 观 遗 传 标 记 的 诱 
导 或 者 消除 在 个 体 植 物 中 是 无 法 做 到 完美 或 者 一 致 的 ， 因 而 就 形成 了 遗传 意义 上 说 
应 该 完全 一 致 的 克隆 植株 却 出 现 表 观 遗 传 的 差异 性 。 这 种 体 细胞 克隆 的 差异 性 可 以 
在 植物 繁殖 过 程 中 体现 出 来 。 

相似 的 是 ， 表 观 遗 传 标记 在 有 性 生殖 过 程 的 分 化 遗传 可 以 在 自然 植物 群落 中 产生 表 
观 遗 传 差 异性 。 可 以 通过 固定 某 个 具有 适应 显著 性 的 表 观 遗传 等 位 基因 来 筛选 不 同 的 杆 
物 。 就 如 我 们 介绍 过 的 春 化 作用 一 样 ， 环 境 因 素 可 以 引发 植物 中 的 表 观 遗传 修饰 ， 改 变 


表 观 遗传 学 


生理 应 答 。 因 此 ， 当 环境 或 者 刺激 引起 的 表 观 遗传 修饰 本 身 具 有 适应 性 且 能 够 从 分 生 组 
织 进 入 干细胞 的 话 ， 植 物 对 这 些 环境 、 刺 激 便 具有 记忆 能 力 。 在 特定 的 情况 下 ， 植 物 自 
发 进行 表 观 遗传 的 修饰 ， 而 在 另 一 些 情况 下 ， 植 物 实行 程序 化 的 表 观 遗传 修饰 ， 因 而 对 
全 部 这 些 条 件 的 定义 可 以 对 这 些 修饰 的 生物 功能 的 阐述 有 更 大 的 帮助 。 同 样 的 ， 如 果 植 
物 表 观 遗 传 标 记 的 减 数 分 裂 遗传 的 机 理 能 得 到 解析 的 话 ， 科 学 家 就 可 以 利用 此 机 理 提 高 
花 弄 培养 和 农业 培养 的 质量 。 

除了 对 环境 刺激 的 合适 应 符 ， 植 物 在 进化 和 繁殖 历史 中 面临 了 多 种 多 样 的 基因 组 
挑战 。 多 倍 性 或 二 倍 性 对 于 由 于 不 明 过 程 的 基因 组 刺激 (genome shock) 引起 的 表 观 
遗传 修饰 上 有 重要 的 作用 ， 基 因 组 刺激 (genome shock) 是 对 于 非 正 常 刺 激 的 一 种 应 
答 ， 这 种 非 正 常 的 刺激 会 导致 转 座 子 大 范围 的 移动 (MecClintock 1983) 。 杂 种 优势 的 
原因 ， 即 杂 合 体 相 比较 野生 的 亲本 系 而 言 有 优势 的 存活 能 力 ， 仍 然 未 知 ， 但 是 似乎 
与 组 合 两 个 相关 但 不 同 的 基因 组 引起 的 表 观 遗传 变化 有 关 。 相 似 的 是 ， 多 倍 体 将 整 
个 基因 组 合并 或 者 加 倍 ， 对 于 表 观 遗传 变化 而 言 有 数 不 尽 的 可 能 性 。 对 植物 多 倍 体 
表 观 遗传 结果 的 认识 也 可 以 帮助 了 解 我 们 自己 的 进化 历史 ， 因 为 人 类 进化 史 也 被 认 
为 是 经 历 了 两 次 整个 基因 组 的 复制 (Forlong and Holland 2004)。 显 然 ， 在 这 个 层面 
上 ， 植 物 的 表 观 遗传 学 可 以 为 人 类 生物 学 的 研究 提供 丰富 的 信息 ， 我 们 甚至 可 以 称 它们 


为 “ 表 观 遗传 调控 的 大 师 ”。 
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第 10 章 ”染色 质 修饰 及 其 作用 机 理 





本 章 将 展示 ， 组 蛋白 是 多 种 翻译 后 修饰 的 底 物 。 毫 无 疑问 ， 会 有 更 多 类 型 的 组 蛋白 
翻译 后 修饰 被 发 现 。 已 知 的 修饰 可 以 分 为 本 章 2 一 4 节 讨 论 的 小 化 学 基 团 和 第 5 节 的 更 
大 的 组 蛋白 肽 段 变化 〈 表 10-1) 。 图 10-1 中 的 三 种 概念 模型 描述 了 HPTM 对 染色 质 模 
板 和 相关 进程 ， 如 基因 转录 或 抑制 的 调控 机 理 〈 也 见 第 3 章 第 5 节 ) 。 


模型 1， 染 色 质 结构 改变 





图 10-1 组 蛋白 翻译 后 修饰 如 何 影响 染色 质 模板 的 模型 
模型 1 提出 染色 质 结 构 的 改变 是 由 组 蛋白 乙酰 化 或 磷酸 化 等 顺 式 共 价 修饰 所 介 导 。 模 型 2 描述 了 某 种 组 和 蛋 
白 翻 译 后 修饰 对 一 个 染色 质 结合 因子 的 抑制 作用 ， 以 H3S10 HAF, HAREA ibi HP] 与 甲 基 化 H3K9 
的 结合 。 模 型 3 中 ， 一 个 组 蛋白 翻译 后 修饰 可 以 为 一 个 染色 质 结 合 因子 提供 结合 特异 性 。 一 个 经 典 的 例子 
是 HP1 通过 其 chromo 结构 域 对 甲 基 化 的 H3K9 相 结 合 。 


从 历史 角度 来 看 ， 是 什么 改变 了 染色 质 是 用 于 包装 DNA 的 惰性 填充 材料 的 主流 观 
点 ? 早期 HPTM 调控 转录 激活 和 抑制 的 证 据 来 自 20 世纪 80 年 代 末 酿酒 酵母 实验 。 酿 
酒 酵母 为 通过 遗传 学 实验 〈 正 向 和 反 向 遗传 学 ) 证 明 组 蛋白 的 重要 性 提供 了 有 效 的 平 
台 。 原 因 在 于 ， 不 同 于 其 他 更 高 级 的 真 核 生物 具有 的 多 拷贝 组 蛋白 基因 ， 醇 母 的 单 拷贝 
组 蛋白 基因 具有 良好 的 遗传 学 操作 性 。 例 如 ， 在 所 有 基因 组 来 源 组 蛋白 基因 都 被 敲 除 的 
背景 中 ， 可 以 通过 携带 有 筛选 标记 (如 URA3) 的 附加 体 〈episome) 引入 某 个 组 蛋白 
基因 的 找 贝 。 用 同样 的 方法 可 以 引入 带 有 其 他 短 选 标记 的 第 二 份 组 蛋白 基因 。 第 二 份 基 
因 拷 贝 可 以 经 过 定点 突变 ， 然后， 第 一 个 野生 型 的 拷贝 可 以 通过 5-FOA (5-fluoroorotic 
acid) 的 处 理 被 选择 性 丢失 (5-FOA 使 URA3 的 基因 产物 对 细胞 有 毒害 作用 )。 最 终 的 
结果 是 只 有 含 突变 的 第 二 份 拷贝 基因 存在 于 细胞 中 ， 其 中 可 以 带 有 任何 有 兴趣 研究 的 
突变 。 
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在 酿酒 酵母 中 ， 组 蛋白 基因 按照 H3/H4 和 H2A/H2B 成 对 排列 ， 它 们 的 转录 受 高 
度 调控 以 便 和 S 期 保持 协调 。 每 个 核 小 体 由 一 个 H3/H4 四 聚 体 和 两 个 H2A/H2B — 
体 组 装 成 ， 当 二 者 之 一 转录 过 低 或 过 高 时 ， 核 小 体 出 现 不 足 。 通 过 遗传 学 手段 对 组 蛋白 
表达 量 进行 干预 提供 了 染色 质 结构 对 调控 表达 有 重要 作用 的 最 初 证 据 。 其 中 一 项 研究 通 
过 正 问 遗传 学 第 选 出 了 导致 一 个 标记 基因 激活 的 随机 突变 (Clark-Adams et al. 1988). 
这 些 突变 被 发 现 是 调节 组 蛋白 相对 含量 的 。 另 一 项 研究 采用 了 反 向 遗传 学 手段 ， 通 过 抑 
制 组 蛋白 基因 的 表达 确切 证 明了 组 蛋白 对 基因 转录 的 调控 (Han and Grunstein 1988). 
接 下 来 的 研究 则 对 富 集 了 组 蛋白 翻译 后 修饰 位 点 的 组 蛋白 氨基 端 尾部 进行 删除 ， 或 者 对 
组 重 日 乙酰 化 位 点 作 替 代 突 变 。 这 些 外 科 手 术 式 的 改变 同样 引起 了 基因 激活 程度 的 急剧 
降低 ， 暗 示 乙 酰 化 是 基因 转录 所 必需 的 (Durrin et al. 1991), 

其 他 研究 考察 了 在 自然 状态 下 ， 核 小 体 是 否 会 在 基因 激活 过 程 中 改变 。 生 化 实验 显 
示 了 核 小 体 在 体外 对 DNA 模板 上 的 转录 起 抑制 作用 (Workman and Roeder, 1987), 
但 是 体内 情况 当时 还 在 争议 中 。 一 些 启 动 子 的 转录 起 始 位 点 上 游 有 核 小 体 存 在 ， 这 些 核 
小 体 在 基因 激活 时 发 生 了 变化 (Svaren et al. 1994; Shim et al. 1998)。 以 PHOS 基因 为 
例 ， 核 小 体 的 改变 需要 一 个 激活 因子 ， 显 示 核 小 体 在 没有 转录 时 不 会 发 生 改 变 。 尽 管 如 
此 ， 并 不 清楚 这 种 变化 是 转录 的 因 还 是 果 。 为 了 验证 ， 相 应 的 TATA 盒 被 删除 使 得 转录 
无 法 进行 。 然 而 ， 核 小 体 的 位 置 却 仍然 发 生 改 变 ， 强 烈 表 明了 核 小 体 的 改变 发 生 于 转录 
之 前 。 | 

综 上 所 述 ， 这 些 实验 开始 提供 强烈 的 证 据 表明 ， 核 小 体 移 位 和 特定 残 基 的 乙酰 化 可 
能 是 转录 激活 所 必需 的 。 


表 10-1 组 蛋白 翻译 后 共 价 修饰 的 类 型 * 





转录 中 的 作用 组 蛋白 修饰 位 点 
\ 乙酰 化 | 激活 H3(K9, K14, K18, K56) 
H4(K5, K8, K12, K16) 
H2A 
H2B(K6, K7, K16, K17) 
磷酸 化 激活 H3(S10) 
甲 基 化 激活 H3(K4, K36, K79) 
抑制 H3(K9, K27) 
H4(K20) 
areas 
泛 素 化 | | | | 激活 H2B(K123) 
抑制 H2A(K119) 
Sumo 化 抑制 H3 (?) 
H4(K5, K8, K12, K16) 
H2A(K126) 


H2B(K6, K7, K16, K17) 
* HPTM 分 为 两 组 ， 第 一 组 列 出 小 分 子 基 团 修饰 ! 第 二 组 包含 更 大 的 化 学 修饰 。 
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“2. 乙酰 化 和 去 乙酰 化 


更 多 的 实验 途径 进一步 提供 了 乙酰 化 《与 未 乙酰 化 比较 ) 和 转录 相关 的 证 据 。 转 录 
活跃 或 准备 转录 的 染色 质 区 域 倾向 于 “开放 ”构象 ， 可 被 核酸 酶 和 微 球 菌 核酸 酶 分 解 。 
这 种 酶 可 以 消化 经 提取 的 完整 细胞 核 DNA。20 世纪 90 年 代 早 期 ， 研 究 人 员 开 始 使 用 
染色 质 免 疫 共 沉淀 (ChIP〉 这 一 有 力 的 技术 来 分 析 体 内 结合 于 特定 DNA 序列 的 蛋白 
质 。 这 一 技术 使 用 细胞 穿 透 性 化 学 药物 〈 如 甲醛 ) 对 结合 于 DNA 的 蛋白 质 进行 共 价 交 
联 ， 然 后 用 超声 破碎 DNA: 和 蛋白质 复 合 物 为 更 小 的 片段 。 后 将 感 兴趣 的 DNA : 和 蛋白质 
复合 物 以 特定 抗体 为 探 针 免疫 共 沉 淀 。 随 即 进行 去 交 联 反 应 ， 将 与 抗体 识别 蛋白 相 结 合 
的 DNA 分 离 出 来 ， 再 通过 放射 性 标记 的 DNA 探 针 或 PCR 进行 鉴定 。 一 个 研究 组 使 用 
这 种 方法 研究 鸡 红 细胞 中 活 牙 球 蛋 白 基 因 处 核酸 酶 高 敏 位 点 和 组 和 蛋白 高 乙酰 化 位 点 间 的 
相关 性 ， 结 果 证 明 两 者 的 相关 性 惊人 的 高 (Hebbes et al，1994) 。 在 酿酒 酵母 中 ， 类 似 
的 方法 被 用 于 人 研究 基因 组 转录 沉默 区 域 ， 结 果 发 现 这 些 区 域 只 有 非常 低 水 平 的 乙酰 化 
(Braunstein et al. 1993) 。 相 应 地 ， 通 过 遗传 操作 对 基因 沉默 区 进行 破坏 则 导致 乙酰 化 
水 平 上 升 。 

所 有 这 些 实验 都 逐步 揭示 组 和 蛋白， 特别 是 其 可 逆 的 乙酰 化 位 点 在 基因 调控 中 起 一 定 
作用 。 尽 管 如 此 ， 直 到 20 世纪 90 年 代 中 期 ， 第 一 批 细胞 核 组 蛋白 乙酰 化 酶 和 去 乙酰 化 
酶 才 被 鉴定 出 来 。 这 些 研究 提供 了 最 确 汪 和 直接 的 证 据 表明 了 这 些 酶 在 转录 中 的 作用 。 
第 一 个 组 蛋白 乙酰 化 酶 (HAT) 是 从 四 膜 虫 转录 活跃 的 大 核 中 分 离 出 来 的 《大 核 指 巨 
大 且 转 录 活跃 的 细胞 核 ， 与 减 数 分 裂 的 小 核 相 对 应 〉)(Brownell et al，1996) 。 最 关键 的 
方法 是 检测 HAT 活性 的 “ 胶 内 ”实验 : 来 目 细胞 提取 物 的 总 蛋 日 质 在 含有 组 生日 的 
SDS 胶 上 被 分 开 ， 这 些 多 肽 再 经 过 复 性 处 理 ， 具 有 HAT 活性 的 蛋白 质 因 为 催化 了 放射 
性 标记 的 乙酰 辅酶 A 与 固定 的 组 蛋白 的 反应 而 在 胶 上 被 标记 出 来 。 这 使 得 进一步 生化 
分 离 和 纯化 该 多 肽 成 为 可 能 。 鉴 定 出 来 的 HAT 与 之 前 在 酿酒 酵母 中 分 离 的 与 转录 激活 
因子 作用 的 转录 共 激 活 因子 Gcn5 同 源 。 与 此 同时 ， 通 过 生化 纯化 分 离 得 到 了 第 一 个 组 
蛋白 去 乙酰 化 酶 (HDAC) (Taunton et al. 1996) 。 在 这 个 例子 中 ， 通 过 将 和 酶 催化 位 
点 结合 的 抑制 剂 与 固 相 基质 相连 ， 把 酶 从 细胞 提取 物 中 纯化 出 来 。 这 个 酶 和 以 前 分 离 到 
的 一 个 与 基因 抑制 有 关 的 辅助 因子 基因 同 源 。 这 些 组 蛋白 乙酰 基 团 代谢 酶 的 发 现 带 来 了 
今天 的 基因 特异 性 组 蛋白 翻译 后 修饰 模型 的 范例 : 与 DNA 结合 的 激活 因子 募集 组 蛋白 
乙酰 化 酶 乙酰 化 核 小 体 组 蛋白 ， 而 抑制 因子 募集 组 蛋白 去 乙酰 化 酶 去 组 蛋白 乙酰 化。 这 
些 变化 带 来 了 核 小 体 的 调整 和 相应 基因 表达 的 上 调 或 下 调 (图 10-2). 

许多 其 他 著名 的 共 激 活 子 和 共 抑制 子 要 么 含有 HAT 或 HDAC 活性 ， 要 么 与 这 类 
酶 结合 (Sterner and Berger 2000; Roth et al. 2001) 。 更 重要 的 是 ， 其 HAT 和 HDAC 
的 酶 活性 对 其 在 基因 激活 和 抑制 中 的 作用 至 关 重 要 。 这 些 酶 通常 是 大 的 蛋白 质 复合 物 的 
结构 和 功能 组 成 模块 ;组 蛋白 修饰 酶 活性 只 是 一 种 功能 ， 其 他 的 功能 则 包括 例如 募集 
TATA 序列 结合 蛋白 (TBP) (Grant et al. 1998) 。 有 趣 的 是 ， 某 些 核 内 的 激素 受 体 既 
可 以 作为 与 DNA 结合 的 转录 抑制 子 〈 当 不 与 激素 配 体 结合 时 )， 也 能 作为 转录 激活 子 
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图 10-3 已 知 组 蛋白 乙酰 化 位 点 
组 蛋白 乙酰 化 多 发 生 于 H3 和 H4 氨基 端的 赖 氨 酸 残 基 ， 位 于 组 蛋白 球形 结构 域 的 H3K56 是 一 个 例 
外 。 具 有 乙酰 化 组 蛋白 结合 特异 性 的 蛋白 如 图 示 。 


依赖 的 重 塑 复合 物 Swi/Snf) 促进 其 与 染色 质 的 结合 (Hassan et al. 2002) 。 其 他 具有 
bromo 结构 域 并 特异 结合 乙酰 化 组 蛋白 的 例子 有 TFIID 复合 物 中 的 Tafl 和 Bdfl, Rsc 
重 塑 复合 物 中 的 Rsc4 以 及 bromo 结构 域 大 家 族 中 的 Brd2。 

去 乙酰 化 酶 有 很 多 种 (Kurdistani and Grunstein 2003; Yang and Seto 2003) 。 它 们 
分 为 进化 上 从 酿酒 酵母 到 哺乳 动物 保守 的 三 种 催化 类 型 ， 称 为 I 类 、I 类 和 II 类 (或 
Sir2 相关 酶 )。I 类 和 I 类 相似 都 不 需要 辅酶 完成 去 乙酰 化 ， 而 Sir2 相关 酶 需要 NAD 
作为 辅酶 。 这 三 个 家 族 代 表 性 蛋白 的 结构 都 已 经 被 解析 。 许 多 HDAC 存在 于 大 的 多 亚 
基 复 合 物 中 ， 内 含 的 其 他 亚 基 负责 将 酶 定位 到 目的 基因 ， 抑 制 其 转录 。 例 如 ，Rpd3 是 
HDAC Sin3 的 大 复合 物 的 组 分 ， 后 者 和 DNA 结合 的 抑制 子 相 作用 (Kurdistani and 
Grunstein 2003; Yang and Seto 2003)。Rpd3 同时 又 是 一 个 小 复合 物 的 组 分 ， 这 个 复合 
物 通 过 chromo 结构 域 结合 H3K36me3 ， 并 被 定位 到 基因 的 开放 阅读 框 〈 见 第 4 章 中 关 
于 chromo 结构 域 的 论述 ) 。 这 导致 组 蛋白 去 乙酰 化 ， 部 分 是 为 抑制 基因 内 RNA RE 
[ 的 起 始 ， 同 时 也 调节 转录 周期 中 的 不 同 阶段 (Carrozza et al. 2005; Joshi and Struhl 
2005). 


SRR e 





磷酸 化 是 最 著名 的 翻译 后 修饰 ， 因 为 早已 知道 激酶 调节 的 信号 转 导 可 以 起 始 于 细胞 
表面 ， 通 过 细胞 质 进入 细胞 核 ， 从 而 导致 基因 表达 的 变化 。 组 蛋白 是 最 早 被 发 现 具有 磷 


表 观 遗传 学 


酸化 的 蛋 日 之 一 。 到 1991 年 ， 发 现 细胞 被 刺激 走向 增殖 时 ， 所 谓 的 “立即 -早期 ”基因 
锌 技 录 激活 ， 并 促进 细胞 周期 。 这 种 基因 表达 的 上 升 与 组 蛋白 H3 磷酸 化 具 相 关 性 
(Mahadeevan et al，1991) 。 从 酵母 到 人 ，H3 第 十 位 丝氨酸 (H3S10) 是 一 个 重要 的 转 
录 相 关 磷 酸化 位 点 ， 似 乎 在 果 蝇 中 尤为 重要 (Nowak and Corces 2004) 。 许 多 激酶 被 发 
现 作 用 于 这 一 位 点 ， 包 括 Mskl/2 和 其 哺乳 动物 中 相关 的 Rsk2 以 及 酿酒 酵母 中 的 
SNF1 (Sassone-Corsi et al. 1999; Lo et al. 2001; Soloaga et al. 2003) 。 四 膜 虫 中 关于 
连接 组 蛋白 H1 的 研究 揭示 了 该 组 蛋白 的 磷酸 化 也 可 能 影响 转录 调控 。 

与 二 党 相 反 的 是 ， 某 些 残 基 的 磷酸 化 和 有 丝 分 裂 与 减 数 分 裂 中 发 生 的 染色 体 浓缩 相 
关 。 磷 酸化 在 此 过 程 中 如 何 作用 并 不 清楚 ， 但 近期 发 现 ，H3S10 磷酸 化 像 一 个 暂时 的 
开关 ,排斥 结合 于 邻近 的 甲 基 化 H3K9 残 基 的 HP1， 被 称 为 甲 基 - 磷 酸 双 元 开关 
(methyl-phos binary switch) (Fischle et al. 2005; Hirota et al. 2005), 有 等 观察 的 是 ， 
这 是 否 可 能 与 H3S28 和 H3T11 磷酸 化 一 起 通过 招募 致密 因子 复合 物 和 有 丝 分 裂 纺锤 体 
影响 染色 质 的 致密 化 (Nowak and Corces 2004). 

对 于 组 蛋白 磷酸 化 的 精确 机 理 作用 所 知 就 更 少 了 。 组 蛋白 翻译 后 修饰 作用 的 三 个 模 
型 均 有 证 据 支 持 。 首 先 ， 组 蛋白 磷酸 化 调节 体内 染色 质 包 装 EN 1). AX, MEH 
中 的 工作 证 明 ， 连 接 组 蛋白 Hl 若干 相 邻 残 基 的 磷酸 化 导致 的 负电 群 区 域 ， 影 响 其 与 
DNA 结合 的 亲 和 性 ， 增 加 周边 染色 质 环 境 的 转录 潜力 (Dou and Gorovsky 2002)。 支 
持 模 型 2 的 是 ， 与 DNA 结合 的 蛋白 可 以 被 磷酸 化 而 移 走 。 这 最 近 通过 有 丝 分 裂 特 异性 
的 H3S10 磷酸 化 引起 的 HP1 结合 的 亲 和 性 降低 得 到 证 明 (Fischle et al. 2005; Hirota 
et al. 2005)。 模 型 3 的 证 据 来 自 14-3-3 接头 蛋白 ， 一 个 磷酸 基 团 结合 蛋白 ， 识 别 可 诱 
导 基 因 局 动 子 处 的 H3S10 磷酸 化 (Macdonald et al. 2005), 


ee 


作为 一 种 组 蛋白 共 价 修饰 ， 甲 基 化 比 任何 其 他 的 修饰 都 更 为 复杂 ， 因 为 它 可 以 发 生 
在 赖 氨 酸 或 精 氨 酸 上 。 此 外 ， 不 像 表 10-1 组 1 中 的 任何 其 他 修饰 ， 其 对 转录 的 影响 可 
以 是 正 向 ， 也 可 以 是 反 向 的 ， 这 取决 于 甲 基 化 的 位 点 。 更 深 程度 的 复杂 性 来 自 每 个 残 基 
甲 基 化 状态 的 多 样 性 。 赖 氨 酸 可 以 被 单 (mel), I (me2) 或 三 (me3) 甲 基 化 ， 而 精 
氮 酸 能 被 单 (mel) BOM (me2) 甲 基 化 。 考 虑 到 H3、H4、H2A 和 H2B 上 共有 24 个 
已 知 的 甲 基 化 位 点 ， 不 同 的 核 小 体 甲 基 化 状态 数目 是 惊人 的 。 这 样 的 甲 基 化 核 小 体 的 组 
合 潜能 ， 至 少 在 部 分 意义 上 ， 可 能 调节 复杂 和 动态 的 过 程 ， 例 如 转录 这 样 需要 顺序 和 时 
间 精 确 性 的 事件 (Jenuwein and Allis 2001; Y. Zhang and Reinberg 2001; Lee et al. 
2005; Martin and Zhang 2005; Wysocka et al. 2006a). 


4.1 MAMMARY 


AAA PRA URS ARLES. (AE eB — HL 
组 蛋 日 为 底 物 的 赖 氨 酸 甲 基 化 酶 的 发 现 才 开始 浮 出 水 面 (Rea et al. 2000), ME, HS 
的 组 蛋白 赖 氮 酸 甲 基 化 酶 被 鉴定 出 来 ， 它 们 在 组 蛋白 上 的 修饰 位 点 也 得 以 阐释 (Martin 
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and Zhang 2005) 。 除 了 Dot1， 所 有 的 这 些 酶 都 具备 SET 结构 域 ， 其 中 含有 催化 活性 区 
域 并 结合 辅酶 打 腺 苷 -L- 甲 硫 氨 酸 (S-adenosyl-L-methionine) 。 

众多 的 已 知 甲 基 化 位 点 中 ， 目 前 为 止 有 六 个 研究 地 比较 清楚 : 五 个 在 H3 上 (K4, 
K9, K27, K36, K79), 一 个 在 H4 上 (K20). KfKE, H3K4, H3K36 和 H3K79 的 
甲 基 化 与 转录 激活 相关 ， 其 余 的 与 抑制 相 联系 Æ 10-1) 。 此 外 ， 其 中 的 两 个 位 点 一 一 
甲 基 化 H3K79 和 H4K20 一 一 与 DNA 修复 过 程 有 关 。 分 别 识 别 这 六 个 甲 基 化 位 点 的 特 
异性 结合 蛋白 已 被 鉴定 (图 10-4) 。 这 些 和 蛋白 都 含有 三 种 甲 基 化 赖 氨 酸 识别 结构 域 中 的 
一 种 ; chromo, tudor 和 PHD 重复 结构 域 。 在 下 文中 ,将 对 这 些 修饰 逐一 进行 详细 地 
讨论 。 








转录 调控 
沉默 的 异 染色 质 转录 延伸 
、 阻 洁 G2M 期 信号 以 
Ce | Zz / 允许 DNA 修 复 






HEAH3 K4 


图 10-4 组 蛋白 甲 基 化 位 点 ， 它 们 的 结合 蛋白 和 基因 组 相关 过 程 中 的 功能 角色 
组 蛋白 甲 基 化 发 生 在 H3 和 H 的 赖 氨 酸 残 基 。 某 些 赖 氨 酸 残 基 和 转录 激活 有 关 ， 而 其 他 的 与 抑制 过 程 相 关 。 
结合 特定 赖 氨 酸 残 基 的 蛋白 如 图 示 。 


H3K4 甲 基 化 


H3K4 甲 基 化 富 集 于 常 染色 质 ， 尤 其 是 活跃 转录 的 或 将 要 激活 的 基因 。H3K4 甲 基 
化 和 活 唉 染色 质 相关 的 证 明 来 自 对 鸡 f- 球 蛋白 基因 座 和 酿酒 酵母 接合 型 基因 座 的 分 析 
(Litt et al. 2001; Noma et al，2001) 。 用 甲 基 化 H3K4 抗体 进行 染色 质 免 疫 共 沉淀 
(ChIP) 显示 该 类 修饰 伴随 活跃 基因 呈 岛 状 分 布 。 随 后 在 酵母 中 的 工作 确立 了 不 同 甲 基 
化 状态 对 基因 活性 的 重要 性 ， 三 甲 基 化 状态 〈H3K4me3) 出现 于 活跃 的 转录 过 程 中 
(Santos-Rosa et al. 2002). l — 





表 观 遗传 学 


酵母 转录 激活 时 ， 观 察 到 H3K4me3 位 于 基因 的 5' 端 。 转 录 装 置 的 三 个 组 分 被 认为 
与 此 标记 有 关 。 首 先 ，RNA RAM II 羧基 端 结构 域 第 5 位 丝氨酸 的 磷酸 化 可 以 招募 
Setl 组 蛋白 甲 基 化 酶 (HKTM)》 以 甲 基 化 启动 子 附 近 的 H3K4 (图 10-5) 。 该 磷酸 化 通 
常 将 RNA RGB I 从 转录 起 始 复合 物 状态 释放 进入 早期 延伸 复合 物 状态 (通常 称 为 户 
动 子 清除 或 逃逸 ) 。 第 二 个 募集 H3K4me3 的 组 分 是 PAF 复合 物 ， 该 复合 物 调 节 RNA 
代谢 的 不 同步 又 并 和 Setl 作用 。 第 三 个 对 建立 H3K4me3 起 重要 作用 的 组 分 是 H2B 第 
123 MARKAZ RKE 〈H2BK123ub1， 或 人 的 H2BK120ub， 详 细 讨 论 见 第 6 节 )， 
但 是 ，H3K4me3 特异 性 结合 因子 的 作用 刚 开始 得 以 展示 。 
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图 10-5 组 蛋白 赖 氨 酸 甲 基 化 在 转录 延伸 中 的 作用 
取决 于 其 羧基 端 结构 域 (CTD) 的 磷酸 化 状态 ，RNA RAB AERAN HKMT, 4 Ser-5 被 磷 
酸化 ，RNA RSE [I 被 激活 以 在 启动 子 附近 起 始 转 录 。 该 磷酸 化 招募 Setl HKMT 来 甲 基 化 H3K4。 
Ser-2 的 磷酸 化 在 转录 延伸 中 发 生 ， 促 使 Set2 被 募集 到 染色 质 模板 而 甲 基 化 H3K36。 


机 理 上 说 ，H3K4 甲 基 化 可 募集 结合 H3K4me2 和 H3K4me3 的 CHD] 蛋白 (图 
10-4)， 还 有 NURF 复合 物 ， 后 者 已 知 能 在 果 蝇 活跃 基因 上 移动 核 小 体 。 在 Chdi 中 介 
导 与 甲 基 化 H3K4 结合 的 结构 域 是 串联 的 chromo 结构 域 (Sims et al，2006) ， 而 在 
NURF 中 是 PHD 手指 结构 结构 域 (Li et al. 2006) 。 其 他 被 甲 基 化 H3K4 招募 的 蛋白 
还 包括 通过 其 他 和 蛋白 间接 结合 的 ISWI ATP 酶 。 与 此 相反 ， 有 证 据 表 明 哺 乳 动物 NuRD 
抑制 复合 物 不 再 能 结合 K4 甲 基 化 的 H3 尾巴 (D. Y. Lee et al. 2005; Martin and 
Zhang 2005). 

H3K4 的 甲 基 化 似乎 和 其 他 修饰 有 信息 交流 。 例 如 ，H3K4 被 甲 基 化 且 H3S10 同 
时 被 磷酸 化 ， 则 SUV39H 催化 的 H3K9 甲 基 化 在 体外 无 法 进行 。 这 可 能 是 一 种 很 好 的 
方式 来 阻 断 H3K9 甲 基 化 对 活跃 转录 基因 发 生 抑 制作 用 。 在 一 种 更 为 精巧 的 “ 跨 尾 反 
式 ” 交 流 形式 中 ，H2BK123 的 单 泛 素 化 影响 H3K4me3 的 水 平 。 尚 不 清楚 这 是 如 何 发 
生 的 ， 有 一 种 观点 是 Setl 复合 物 不 能 三 甲 基 化 H3K4 除非 核 小 体 处 于 某 种 由 H2B 泛 素 
化 决定 的 构象 中 (Zhang and Reinberg 2001; D. Y. Lee et al. 2005), 

人 的 Set] RRA, Setl/MLL/ALL1/HRX 蛋白 ， 可 以 被 募集 到 HOX 基因 启动 
子 。 为 一 种 不 同 的 H3K4 组 和 蛋 日 赖 氮 酸 甲 基 化 酶 HKMT) ——-SMYD3, 与 转录 激活 
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相关 。SMYD3 催化 的 甲 基 化 还 与 细胞 增殖 的 诱导 相关 。 事 实 上 ， 关 于 人 类 H3K4 甲 基 
化 酶 的 有 限 的 分 析 上 暗示 了 它 涉 及 瘤 症 的 发 生 CD. Y. Lee et al. 2005), 


H3K36 甲 基 化 


有 证 据 引 发 了 一 个 提议 ， 即 甲 基 化 的 H3K36 为 RNA 聚合 酶 II 有 效 地 延伸 通过 编 
码 区 所 必需 。 与 H3K4 甲 基 化 位 于 基因 5 端 不 同 ， 这 一 修饰 富 集 于 活跃 基因 的 编码 区 。 
Set2 蛋白 是 可 甲 基 化 H3K36 的 组 蛋白 赖 氨 酸 甲 基 化 酶 。Set2 酶 倾向 于 结合 CTD Ser-2 
磷酸 化 的 RNA 聚合 酶 I (图 10-5) 。 顺 便 提 及 ， 与 启动 子 清除 相关 的 磷酸 化 状态 不 同 ， 
这 种 类 型 的 RNA RAB I 倾向 集中 在 基因 的 转录 区 域 和 3 端 。 这 和 已 有 的 发 现 相 一 
3: H3K36me3 分 布 峰 位 于 活跃 转录 基因 的 3 端 。 和 招募 Setl 一 样 Set2 被 募集 到 活 
路 基因 也 需要 PAF 复合 物 的 成 分 。 但 是 ，H2B 单 泛 素 化 对 H3K36 甲 基 化 有 负面 的 抑 
制作 用 (Zhang and Reinberg 2001; Martin and Zhang 2005)。 确 实 ， 在 酵母 中 被 招募 
到 转录 基因 处 的 SAGA 复合 物 ， 含 有 H2BK123 特异 性 去 泛 素 化 酶 Ubp8。 更 深入 的 研 
究 上 暗示 H2BK123 的 泛 素 化 和 去 泛 素 化 是 转录 延伸 中 的 一 个 积极 过 程 。 

RNA RAW I 在 编码 区 的 延伸 需要 核 小 体 的 乙醚 化 。 转 录 调 控 同样 需要 抑制 隐 荐 
于 编码 区 中 的 内 藏 起 始 位 点 发 生 不 当 转 录 起 始 。 为 了 抑制 这 个 过 程 ，Set2 催化 的 
H3K36 甲 基 化 为 EAF3 蛋白 的 chromo 结构 域 提供 了 识别 位 点 ，EAF3 继续 介 导 Rpd3S 
组 蛋白 去 乙酰 化 酶 CHDAC) 复合 物 的 募集 。Rpd3S 的 去 乙酰 化 酶 活性 除去 和 延伸 相 
关 的 组 蛋白 乙醚 化 ， 从 而 抑制 内 部 起 始 (Carrozza et al. 2005; Joshi and Struhl 2005; 
Keogh et al. 2005)。 甲 基 化 的 H3K36 也 被 发 现 低 水 平地 分 布 在 诱导 型 基因 的 启动 子 ， 
但 这 时 它 的 作用 似乎 是 抑制 性 的 〈Zhang and Reinberg 2001). 


H3K79 甲 基 化 


H3K79 的 甲 基 化 颇 不 寻常 ， 因 为 该 修饰 位 于 核 小 体 的 核心 ， 而 不 和 大 多 数 其 他 已 
描述 的 修饰 一 样 分 布 于 尾 端 。 全 基因 组 范围 的 分 析 显 示 H3K79 在 酵母 党 染色 质 区 域 被 
甲 基 化 ， 并 且 主 要 分 布 在 活跃 基因 的 编码 区 。 在 更 高 等 真 核 生 物 中 有 限 的 分 析 也 显示 了 
同样 的 概况 。 

哺乳 动物 中 甲 基 化 H3K79 的 酶 hDOT1L 被 发 现 介 导 MLIL-AF10 融合 蛋白 引起 的 
白血病 发 生 。 尽 管 如 此 ， 到 目前 为 止 没 有 发 现 蛋 白 结合 H3K79me， 并 将 其 与 转录 事件 
相 联系 。H3K79 甲 基 化 如 何在 转录 激活 中 作用 的 唯一 机 理性 证 据 来 目 酿 酒 酵母 中 的 工 
作 。 这 项 工作 显示 了 该 修饰 以 某 种 方式 限制 常 染 色 质 处 的 拙 制 性 蛋 白 例如 Sir2 和 Sir3， 
从 而 通过 增加 其 在 抑制 性 染色 质 区 域 的 浓度 起 到 调节 和 维持 沉默 的 异 染 色 质 的 作用 。 酵 
母 中 归于 H3K79 HKMT Doti 的 一 种 独特 功能 是 作为 DNA 修复 检验 点 。 与 这 项 发 现 
一 致 的 是 ， 从 人 类 细胞 中 鉴定 出 的 蛋白 P53BP1 可 以 结合 甲 基 化 的 H3K79， 且 在 DNA 
修复 检查 点 功能 中 发 生 作 用 (Martin and Zhang 2005), 


H3K9 甲 基 化 


这 是 目前 为 止 研究 最 多 的 组 蛋白 修饰 ， 主 要 是 因为 催化 H3K9 甲 基 化 的 酶 一 一 
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SUV39H1 一 一 是 第 一 个 被 鉴定 的 组 蛋白 赖 氨 酸 甲 基 化 酶 (Rea et al，2000) 。 其 果 蝇 中 
的 同 源 和 蛋白 ，Sulvar) 3-9 最 初 被 鉴定 为 位 置 效应 花 斑 的 一 个 抑制 因子 ， 暗 示 其 参与 了 
位 置 效 应 花 斑 现 象 的 沉默 机 理 ， 后 者 涉及 了 蜡染 色 质 蔓延 到 相 邻 常 染 色 质 基因 的 过 程 
( 详 见 第 5 章 )。SUV39H1 和 植物 中 以 Rubisco 为 底 物 的 甲 基 化 酶 序列 具有 相似 性 ， 这 
一 认识 导致 了 将 Suv39 SET 结构 域 鉴定 为 H3K9 甲 基 化 催化 结构 域 。 

明确 H3K9 甲 基 化 在 着 丝 粒 周围 异 染色 质 形成 中 的 功能 已 经 取得 进展 ， 这 在 其 他 
章节 中 也 多 有 讨论 〈 果 蝇 见 第 5 章 ， 裂 殖 醉 母 见 第 6 章 ， 关 于 RNA 介 导 的 异 染色 质 形 
成 见 第 8 章 )。 结 果 主 要 来 自 裂 殖 酵 母 和 哺乳 动物 中 的 研究 ， 这 两 者 的 异 染 色 质 结构 被 
认为 有 相当 的 保守 性 〈 但 是 注意 ， 酿 酒 酵母 中 并 没有 发 现 H3K9 甲 基 化 )。 总 的 来 说 ， 
我 们 认识 的 第 一 阶段 来 自 对 异 染 色 质 建立 相关 因子 的 研究 。 这 包括 两 个 蛋白 的 协作 : 
SUV39H (或 裂 殖 酵母 中 的 Clr4) 及 其 结合 物 HP1 (aR RAE BAY Swi6) (Nakaya- 
ma et al. 2001; Noma et al. 2001), SUV39H 甲 基 化 H3K9， 为 HP1 提供 通过 chromo 
结构 域 作用 的 结合 平台 的 模型 已 被 提出 (Bannister et al. 2001; Lachner et al. 2001), 
一 旦 HP1 结合 ， 它 可 以 通过 与 SUV39H 的 相互 作用 进一步 催化 相 邻 的 组 蛋白 甲 基 化 ， 
回 邻 近 的 核 小 体 蔓延 (Nakayama et al. 2001) 。 此 外 ，HP1 相互 间 通 过 chromo shadow 
结构 域 的 结合 也 促进 异 染色 质 的 蔓延 。 但 是 ，HP1 草 延 是 如 何 控制 致密 包装 的 异 染色 
质 结 构 的 形成 还 不 清楚 。 

上 述 模型 预言 了 应 该 存在 一 种 异 染色 质 特 异性 的 SUV39H1 组 蛋白 赖 氨 酸 甲 基 化 酶 
招募 机 制 ， 且 这 一 机 制 应 发 生 于 HPI 草 延 之 前 。 裂 殖 酵 母 中 一 系列 实验 表明 异 染 色 质 
形成 和 小 干扰 RNA (siRNA) 的 生成 有 关 ， 为 解释 这 一 机 制 提供 了 线索 (Hall et al. 
2002; Volpe et al，2002)。 这 些 RNA 由 着 丝 粒 区 域 重 复 序 列 双 向 转录 后 被 切割 酶 dicer 
加 工 而 成 。 随 后 siRNA 被 包装 进入 RITS 复合 物 ， 其 中 含有 结合 甲 基 化 H3K9 的 chro- 
mo 结构 域 蛋 白 ，chpl1。 因 此 ，RITS 复合 物 定位 到 染色 质 成 为 异 染 色 质 形成 的 起 始 阶 
段 。 上 文 所 述 的 ， 在 20 kb 区 域内 晃 染 色 质 的 蔓延 和 维持 需要 组 蛋白 甲 基 化 酶 Clr4 介 
FH ZA A H3K9 甲 基 化 以 及 Swi6 结合 到 H3K9 甲 基 化 的 染色 质 (Martin and Zhang 
2005; 详 见 第 8 章 )。 

不 同 抑制 性 表 观 遗传 机 制 间 的 互相 依赖 关系 最 初 在 粗糙 脉 胞 菌 (Neurospora 
Crassa) 人 研究 中 被 发 现 ， 随 后 在 植物 研究 中 也 被 证 实 ， 尤 其 是 证 明了 H3K9 甲 基 化 和 
DNA 甲 基 化 间 的 联系 〈 见 第 6、8 章 )。H3K9 甲 基 化 是 DNA 甲 基 化 的 前 提 ， 反 之 亦 
然 ，H3K9 甲 基 化 也 依赖 于 DNA 甲 基 化 。 进 一 步 ， 近 期 在 缺失 DNA 甲 基 化 酶 (DN- 
MT) 的 哺乳 动物 癌 细 胞 中 的 研究 显示 了 H3K9 甲 基 化 水 平 的 降低 ， 而 这 可 以 归 因 于 甲 
基 化 CpG 结合 蛋白 1(MBD1》 和 H3K9 组 蛋白 甲 基 化 酶 SETDB1 间 的 结合 (Zhang and 
Reinberg 2001; Martin and Zhang 2005; 详 见 第 18 Æ), 

H3K9 HER RE MEA PARE. URE (ChIP) 实验 
在 哺乳 动物 沉默 基因 的 启动 子 区 域 检 测 到 该 甲 基 化 。 这 种 在 常 染 色 质 位 点 的 抑制 作用 的 
机 理 似乎 稍微 有 别 于 在 蜡染 色 质 处 的 情况 。RB 抑制 蛋白 将 组 蛋白 赖 氨 酸 甲 基 化 酶 
SUV39H]1 和 HP1 送 到 常 染 色 质 基因 处 ， 例 如 E2F 调控 的 周期 素 下 《〈cyclinE) 基因 。 
与 异 染 色 质 不 同 的 是 ，HP1 似乎 只 占据 转录 起 始 位 点 周围 一 个 或 几 个 核 小 体 ， 虽然 
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H3K9 甲 基 化 在 启动 子 其 他 区 域 也 存在 。 在 男 一 个 例子 中 ，KAP1 抑制 因子 把 ESET/ 
SETDBI1 组 重 日 赖 氨 酸 甲 基 化 酶 带 到 受 KAP] 调控 的 基因 启动 子 处 ， 并 通过 甲 基 化 
H3K9 和 招募 HP1 沉默 转录 。HP1 在 这 些 常 当 色 质 基因 启动 子 分布 的 特殊 限制 和 蓝 延 
的 预防 ， 表 明 HP] 的 作用 机 制 与 在 异 染 色 质 处 不 同 。 一 个 有 某 些 证 据 支 持 的 HP1 作用 
机 制 的 可 能 性 是 ，HP1 通过 将 靶 基 因 定 位 到 细胞 核 内 异 染 色 质 丰富 的 区 域 来 实现 其 功 
能 。 已 经 观察 到 常 染 色 质 基因 在 沉默 时 ， 被 移 到 异 染 色 质 区 域 的 现象 ， 这 个 过 程 依赖 于 
HP1 的 7Y 亚 型 (Martin and Zhang 2005) 。 

端 粒 处 异 染 色 质 形成 虽然 也 涉及 HP1 和 H3K9 甲 基 化 ， 但 与 前 文 所 述 的 着 丝 粒 周 
边区 域 和 沉默 的 常 染 色 质 区 域 有 着 区 别 。 在 果 蝇 中 ，HP1 并 非 由 其 chromo 或 chro- 
moshadow 结构 域 被 募集 到 端 粒 末端 ，H3K9 甲 基 化 是 由 一 个 未 知 的 组 蛋白 赖 氨 酸 甲 基 
化 酶 所 催化 。 在 哺乳 动物 中 ，CBX1、CBX3 和 CBX5 等 不 同 的 HP1 同 源 物 参与 结合 被 
SUV39H1 和 SUV39H2 蛋白 产生 的 甲 基 化 H3K9， 在 染色 体 末 端 形成 抑制 性 染色 质 区 
R 〈 详 见 第 14 章 ) 。 

H3K27 甲 基 化 


H3K27 甲 基 化 是 一 种 抑制 性 修饰 ， 出 现在 细胞 中 三 个 不 同 的 地 方 : OFF BE 
因 座 ， 在 果 蝇 中 主要 是 含有 Polycomb 应 答 元 件 (PRE) 处 ; 四 着 丝 粒 周边 异 染色 质 ; 
哺乳 动物 中 失 活 的 XX 染色 体 中 。 

人 类 细胞 中 介 导 H3K27 甲 基 化 的 酶 是 EZH2， 是 果 蝇 中 ZESTE 增强 子 LECZ)] 
的 同 源 蛋 白 。EZH2 酶 存在 于 许多 不 同 的 Polycomb 抑制 性 复合 物 (PRO 中， 这 些 复 
合 物 与 果 蝇 启动 子 中 特异 的 抑制 性 Polycomb DNA 元 件 相 结合 (又 见 第 11 章 )。 含 
EZH2 的 复合 物 如 何 定位 到 哺乳 动物 中 的 特定 基因 尚 不 清楚 ， 因 为 哺乳 动物 中 
Polycomb 抑制 性 元 件 还 未 被 鉴定 。 尽 管 如 此 ，EZH2 复合 物 的 靶 向 定位 可 能 由 多 种 转 
录 因 子 介 导 ， 包 括 GAGA 和 MYC。EZH2 换 制 作用 的 机 理 包括 H3K27 甲 基 化 和 招募 
Polycomb(Pc) 蛋白 到 该 被 修饰 的 位 点 〈 图 10-1 中 模型 3)。H3K27 甲 基 化 通路 的 一 个 
重要 方面 是 其 与 癌症 相关 。EZH2 H3K27 组 蛋白 赖 氨 酸 甲 基 化 酶 在 多 种 癌症 组 织 中 高 
RIA, OAFLA ABTS RR (Martin and Zhang 2005). 


H4K20 甲 基 化 


关于 该 修饰 在 转录 控制 中 角色 的 机 理性 认识 很 少 。 明确 已 知 的 是 H4K20me2 与 
H4K20me3 分 布 在 着 丝 粒 周边 蜡染 色 质 ， 而 介 导 该 修饰 的 组 蛋 日 赖 氨 酸 甲 基 化 酶 是 
SUV4-20H1 及 SUV4-20H2。H3K9 的 甲 基 化 似乎 是 H4K20 甲 基 化 所 必需 的 。 

高 等 真 核 生 物 中 另 一 可 单 甲 基 化 H4K20 的 酶 是 PR-Set7。 该 酶 被 认为 与 有 丝 分 裂 相 
关 。 最 后 ， 有 功能 性 证 据 支 持 在 裂 殖 酵母 〈 原 文 误 为 酿酒 酵母 ， 译 者 注 ) 中 H4K20 甲 基 
化 通过 结合 DNA 损伤 检验 点 蛋白 CrB2 5 DNA 修复 相关 (Martin and Zhang 2005) 。 


4.2 MARERE 


直到 最 近 ， 我 们 还 不 清楚 组 蛋白 赖 氨 酸 去 甲 基 化 在 细胞 中 是 否 发 生 。 对 这 种 酶 的 搜寻 
一 直 无 果 ， 同 时 存在 异 染 色 质 区 域 甲 基 基 团 相 当 稳 定 的 证 据 。LSDI1 的 发 现 改 变 了 所 有 这 


UME 


HŒ (Shi et al，2004) 。 该 蛋白 是 一 个 特异 性 去 除 H3K4 甲 基 基 团 的 酶 ， 并 参与 抑制 作用 。 
LSD] 存在 于 多 种 不 同 的 抑制 性 复合 物 ， 其 中 一 些 有 助 于 LSD 更 有 效 地 去 甲 基 化 核 小 体 
内 组 蛋白 H3 上 的 赖 氨 酸 (M.G. Leeetal 2005; Shi et al. 2005), 24 LSDI 与 雄 激 素 受 体 
(androgen receptor, AR) 结合 时 ， 其 特异 性 会 发 生 改 变 。LSDI-AR 复合 物 去 甲 基 化 H3K9 
而 非 H3K4， 并 且 在 这 种 情况 下 ， 激 活 而 非 抑制 转录 (Metzger et al. 2005), 

最 近 ， 发 现 了 五 种 新 的 去 甲 基 化 酶 ， 它 们 共同 具有 一 个 有 别 于 LSD 的 ImjC 催化 
结构 域 〈 图 10-6) 。 该 结构 域 曾 被 预测 具有 酶 活性 〈Trewick et al. 2005) 。 这 些 新 的 去 
甲 基 化 酶 对 不 同 甲 基 化 状态 的 H3K9 和 H3K36 起 作用 。JHDMI1 去 甲 基 化 H3K36mel 
和 me2; JHDM2A 去 甲 基 化 H3K9mel 和 me2 (Tsukada et al. 2006; Yamane et al. 
2006)。 这 两 个 被 修饰 残 基 的 三 甲 基 化 状态 则 由 另 一 套 酶 去 除 。JHDM3A 和 JMJD2A 
可 以 同时 作用 于 H3K36me3 和 H3K9me3 (Cloos et al. 2006; Tsukada et al. 2006; 
Whetstine et al.，2006)。 或 许 令 人 吃惊 的 是 存在 能 同时 去 甲 基 化 一 个 活跃 标记 (如 
H3K36me3) 和 一 个 抑制 性 标记 (如 H3K9me3) 的 酶 。 最 近 关 于 H3K9 甲 基 化 也 和 活 
路 转录 基因 有 关 的 发 现 可 能 有 助 于 解释 这 一 现象 (Vakoc et al. 2005) 。 在 更 传统 的 机 
理 中 ，JMJD2A 酶 被 雄 激素 受 体 (AR) 募集 到 启动 子 ， 通 过 去 甲 基 化 H3K9 参与 激活 
(Yamane et al. 2006), JMJD2A 的 结构 分 析 显 示 其 四 个 不 同 结构 域 (JmjN，JmiC， 一 
个 非 经 典 的 锌 指 和 一 个 羧基 端 结构 域 ) 共同 组 成 催化 核心 。 这 些 结构 域 一 起 形成 的 深 沟 
需要 底 物 或 酶 的 构象 变化 以 容纳 甲 基 基 团 进行 去 甲 基 化 。 这 种 构象 变化 也 许 能 解释 去 四 
基 化 的 专 一 性 (Chen et al. .2006)。 





组 蛋白 H3 ws 组 蛋白 H4 


图 10-6 组 蛋白 赖 氨 酸 去 甲 基 化 酶 及 其 在 组 蛋白 H3 上 的 去 甲 基 化 位 点 
组 蛋白 甲 基 化 位 点 可 以 是 单 、 双 或 三 甲 基 化 。 已 知 的 组 蛋白 赖 氨 酸 去 甲 基 化 酶 显示 出 对 组 蛋白 残 基 位 置 及 甲 
基 化 水 平 的 特异 性 。 


有 趣 的 是 新 发 现 的 去 甲 基 化 酶 之 一 JMJD2C 〈 以 前 称 为 GASC1) ， 是 一 个 在 鳞片 状 
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恶性 肿瘤 中 馈 扩 增 的 基因 。 与 该 酶 在 瘤 症 发 生 中 的 致 病 作用 相 一 致 ，GASCI1 过 表达 会 
诱导 细胞 增殖 (Cloos et al，2006) 。 这 些 结果 一 起 意味 着 去 甲 基 化 酶 和 组 蛋白 赖 氨 酸 甲 
基 化 酶 都 可 以 作为 抗 况 药物 研发 的 靶 标 (也 见 第 24 BE), 


4.3 MARY 


组 艇 白 精 氨 酸 甲 基 化 在 转录 调控 中 的 重要 性 在 CARMI 被 鉴定 后 才 被 认识 到 ， 这 是 
一 个 在 体外 甲 基 化 H3 RARAN (Chen et al，1999) 。 在 体内 ， 精 氨 酸 甲 基 化 在 实 
验 中 被 甲 基 化 精 氨 酸 专 一 性 抗体 所 证 实 (Strahl et al. 2001; Wang et al. 2001; Bauer et 
al. 2002), 

精 氨 酸 甲 基 化 被 认为 参与 转录 的 正 负 调控 。PRMT] (protein arginine methyltrans- 
ferase) 和 PRMT4/CARM1 这 两 个 甲 基 化 酶 与 转录 激活 相关 。PRMT1 可 以 甲 基 化 
H4R3( Strahl et al. 2001; Wang et al. 2001)， 而 PRMT4/CARM1 能 催化 H3R2、 
H3R17 和 H3R26 的 甲 基 化 (Schurter et al. 2001; Bauer et al. 2002)。 特 定 的 转录 因子 
(NR, p53, YY1, NFKB) 招募 这 些 酶 到 特异 的 启动 子 以 激活 转录 。 相 反 ，PRMT5 
(能 甲 基 化 H3R8 和 H4R3) 是 很 多 基因 的 抑制 因 了 于 ， 其 中 包括 一 些 受 MYC 调控 的 基因 
(Fabbrizio et al. 2002; Pal et al. 2003), 

我 们 关于 精 氨 酸 甲 基 化 的 大 部 分 知识 来 自 调控 pS2 基因 的 峻 激素 信和 号 通路 的 分 析 。 
染色 质 免 疫 共 沉 淀 显示 该 基因 被 肉 激 素 激活 后 经 历 了 一 系列 复杂 和 有 周期 性 的 事件 。zS2 
基因 接受 刺激 几 分 钟 内 ， 上 网 激素 受 体 先 被 募集 到 其 启动 子 ， 同 时 带 来 许多 修饰 组 蛋白 的 
HAR WARE (Metivier et al. 2003). 与 此 相关 的 是 募集 能 甲 基 化 组 蛋白 H3 和 H4 
精 氨 酸 的 CARMI1 及 PRMT1 (Ma et al. 2001; Bauer et al. 2002) 。 该 甲 基 化 在 酶 到 位 
后 很 快 就 被 检测 到 ， 并 且 与 启动 子 上 活跃 的 RNA RAR II 的 出 现 相 一 致 。 奇 怪 的 是 ， 
尽管 如 此 ， 这 些 事件 后 几 分 钟 ， 抗 体 不 再 能 检测 到 精 氨 酸 甲 基 化 ， 而 且 RNA RA I 
WRT. RRA, MARP ELA RNA RGB I 又 重新 出 现 (Metivier et al. 2003; 
Cuthbert et al. 2004; Wang et al，2004) 。 这 些 周期 性 变化 事件 的 原因 并 不 清楚 。 一 种 
可 能 性 是 它 提 供 了 一 种 机 人 制 可 以 在 内 激素 信和 号 失败 的 时 候 快速 关闭 转录 。 

重组 染色 质 模板 上 的 实验 帮助 确立 了 精 氨 酸 甲 基 化 在 基因 表达 中 的 直接 作用 。 对 
p53 激活 性 转录 的 体外 分 析 显 示 PRMT1 和 CARMI 介 导 的 甲 基 化 与 CBP/p300 介 导 的 
乙酰 化 具有 协同 效应 (An et al，2004) 。 进 一 步 ， 这 些 体 外 的 分 析 确认 了 体内 实验 观察 
到 的 pS2 基因 激活 时 的 一 系列 有 序 事 件 ， 其 中 PRMT1，CBP/p300 和 CARMI 的 顺序 
活性 为 必须 (Metivier et al. 2003). 

鉴于 精 氨 酸 甲 基 化 是 如 此 动态 的 一 个 过 程 ， 多 种 控制 精 氨 酸 甲 基 化 酶 有 效 性 的 方式 
已 被 描述 。 首 先 ， 酶 和 另 一 蛋白 的 作用 可 以 控制 其 底 物 专 一 性 。 其 次 ， 对 于 给 定 的 底 
物 ， 不 同 的 酶 之 间 存 在 潜在 的 竞争 性 。PRMT1 和 PRMT5 都 可 以 甲 基 化 H4R3， 但 前 
者 是 转录 激活 因子 ， 后 者 是 抑制 因子 。 甲 基 化 状态 的 第 三 层 调控 可 能 来 目 精 氮 酸 去 甲 基 
化 。 这 样 的 活性 尚未 被 分 离 到 ， 但 已 有 明确 的 迹象 表明 精 氮 酸 的 甲 基 基 团 可 以 快速 消 
失 ， 使 得 这 种 活性 的 存在 成 为 一 个 非常 诱 人 的 可 能 性 〈Zhang and Reinberg 2001; D. 
Y. Lee et al. 2005; Wysocka et al. 2006a). 





RR 


精 气 酸 去 甲 基 化 栈 的 缺少 导致 了 其 他 关 型 的 酶 促 反应 应 可 能 后 抗 精 氨 酸 甲 基 化 的 提议 
(Bannister et al.2002)。 其 中 之 一 是 瓜 氨 酸化 ， 精 氨 酸 可 以 脱 去 一 个 亚 胺 转变 为 瓜 氨 
酸 。 如 有 果 精 氨 酸 是 单 甲 基 化 的 ， 甲 胺 基 的 移 除 可 以 有 效 地 脱 去 精 氨 酸 的 甲 基 基 团 。 组 蛋 
日 中 瓜 氨 酸 的 存在 已 被 证 实 ， 而 且 相 关 的 酶 PADI 被 证 明 可 以 将 组 蛋白 内 精 氨 酸 转 变 
AMAR (Cuthbert et al. 2004; Wang et al. 2004) 。 此 外 ， 组 蛋白 H3 和 H4 ERLAR 
的 出 现 伴随 着 体内 精 氨 酸 甲 基 化 的 消失 。 另 外 ， 肉 激素 调控 启动 子 的 精 氨 酸 甲 基 化 状态 
和 转录 活性 正 相 关 ， 通 过 对 这 些 启动 子 的 分 析 表 明 ， 扑 氨 酸 在 这 些 启动 子 被 关闭 时 出 
现 。 和 这 个 修饰 有 关 的 很 多 问题 还 有 待 解答 。 瓜 氮 酸 的 作用 是 抑制 精 氨 酸 的 甲 基 化 ， 还 
是 通过 主动 招募 蛋白 来 抑制 转录 ? 瓜 氨 酸 积累 又 如 何 被 逆转 ? 这 显然 在 启动 子 上 迅速 发 
生 ， 但 是 由 一 个 酶 来 催化 其 逆反 应 还 是 仅仅 由 含有 精 氨 酸 的 组 蛋白 变 体 来 对 核 小 体 中 组 
和 蛋白 进行 置换 ? 


6. 泛 素 化 /去 泛 素 化 及 Sumo 化 ， 


泛 素 和 SUMO 与 翻译 后 修饰 的 乙酰 化 、 磷 酸化 和 甲 基 化 差别 很 大 。 后 三 者 均 为 小 
化 学 基 团 翻译 后 修饰 ， 而 Ub 和 SUMO 则 是 大 的 多 肽 ， 可 以 将 组 蛋白 增 大 约 三 分 之 二 。 
Ub 和 SUMO 序列 上 有 18% 相 同 ， 且 具有 同一 种 三 维 结构 ， 但 其 表面 电荷 并 不 相同 。 

组 生日 是 最 早 发 现 能 被 单 泛 素 化 的 蛋白 ， 泛 素 基 团 的 精确 位 置 最 近 也 得 以 确定 
(Robzyk et al. 2000; Wang et al，2004) 。 类 似 于 甲 基 化 ， 而 不 同 于 乙酰 化 和 磷酸 化 〈 可 能 
还 有 sumo 化 )， 泛 素 化 因 特 异 性 位 点 不 同 可 以 起 抑制 作用 或 激活 作用 。 与 和 和 蛋白 降解 有 
关 的 多 泛 素 化 相对 ，H2A 和 H2B 为 单 泛 素 化 。 各 核心 组 蛋白 上 的 单 泛 素 化 效应 是 相反 的 
(图 10-7), Rad6/Brel (人 类 为 RNF20/RNF40 十 UbcH6) 催化 的 H2B 单 泛 素 化 激活 转录 
(Wood et al. 2003; Kim et al. 2005; Zhu et al. 2005)， 并 5 引起 H3K4 甲 基 化 ， 这 在 前 一 节 
和 后 一 节 中 均 有 描述 (Henry et al. 2003; Kao et al，2004) 。 这 一 顺序 性 事件 从 酵母 到 人 都 
是 保守 的 ， 虽 然 机 理 尚 不 清楚 (Kim et al. 2005; Zhu et al，2005)。 另 一 方面 ， 
H2AK119ub1 在 哺乳 动物 中 由 Polycomb 家 族 蛋 白 Bmil/RinglA 催化 并 抑制 转录 
(Wang et al，2004) 。 在 酵母 中 未 发 现 抑制 性 H2AUb 的 进化 保守 性 证 据 。 

到 目前 为 止 ， 还 没有 鉴定 出 组 蛋白 特异 的 泛 素 结合 蛋白 。 然 而， 已 知 大 量 的 泛 素 作 
用 结构 域 可 结合 非 组 蛋白 泛 素 化 底 物 ， 似 乎 非常 可 能 会 找到 泛 素 化 组 蛋白 的 效应 蛋白 。 
但 是 ， 它 们 可 能 不 i a 结合 结构 域 ， 例如， 可 能 同时 具 
有 两 个 结合 作用 ， 合 泛 素 表面 ， 另 一 个 作用 于 组 蛋白 序列 上 ， 从 而 提供 相互 作用 
的 特异 性 。 

H2BK123 的 去 泛 素 化 通过 两 个 不 同 的 蛋白 酶 (Ubp8 和 Ubplo 起 作用 ， 分 别 参 
与 基因 激活 和 蜡染 色 质 的 维持 。Ubp8 是 SAGA 组 蛋白 乙酰 化 复合 物 的 一 个 亚 基 
(Sanders et al. 2002) ， 在 Rad6 催化 泛 素 化 以 后 发 生 作 用 (Henry et al. 2003; Daniel 
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转录 抑制 转录 激活 


Vb, HHE AH2B 





图 10-7 组 蛋白 泛 素 化 位 点 及 其 对 转录 的 调节 
H2AK119 的 泛 素 化 和 转录 抑制 相关 。H2BK123 泛 素 化 则 相反 ， 与 转录 激活 有 关 。 


etal. 2004). H2B 泛 素 化 和 去 泛 素 化 的 顺序 发 生 是 建立 适当 水 平 的 H3K4 (需要 
H2Bub) 和 H3K36 Pk (ABB H2Bub) 所 必需 的 〈Henry et al. 2003), Ubpl0 
作用 于 沉默 区 域 以 维持 低 水 平 的 H3K4me 和 H3/H4 赖 氨 酸 乙酰 化 ， 从 而 帮助 防止 转录 
(Emre et al. 2005; Gardner et al. 2005), 

Sumo 化 是 在 酵母 中 发 现 的 唯一 一 种 抑制 性 组 蛋白 翻译 后 修饰 ， 且 在 哺乳 动物 中 保 
守 (Shiio and Eisenman 2003), 其 作用 可 能 通常 是 负面 的 一 一 防止 激活 性 组 蛋白 翻译 
后 修饰 “HPTM) 的 发 生 。 对 激活 性 HPTM 的 抑制 可 能 通过 两 种 机 制 发 生 。 首 先 ， 
SUMO 化 可 以 直接 封闭 组 蛋白 上 的 赖 氨 酸 位 点 ， 该 位 点 既 可 能 被 乙酰 化 又 可 能 被 SU- 
MO 化 〈 如 图 10-1 中 的 模型 2) 。 其 次 ，SUMO 化 的 组 蛋白 可 以 通过 结合 于 DNA 的 抑 
制 因子 上 的 SUMO 基 团 ， 为 染色 质 招募 组 蛋白 去 乙酰 化 酶 模型 3)。 








前 文 关于 转录 中 众多 类 型 和 位 点 的 组 蛋 日 翻译 后 修饰 的 讨论 可 能 会 引出 以 下 结论 ， 
即 很 少 会 有 能 覆盖 所 有 修饰 的 基本 原则 。 尽 管 如 此 ， 确 实 存在 一 些 重复 响起 的 主要 旋 
律 ， 尽 管 其 细节 可 能 随 组 蛋白 种 类 、 组 蛋白 翻译 后 修饰 位 点 和 结合 蛋白 而 改变 。 的 确 ， 
染色 质 调控 在 启动 子 之 间 以 及 不 同 通路 之 间 可 能 存在 区 别 。 


7.1 组 蛋白 密码 


在 对 错综复杂 的 HPTM 进行 了 长 篇 讨论 之 后 ， 浮 现 出 了 一 个 关键 性 问题 ,为 什么 
有 如 此 之 多 的 修饰 ? 很 明显 它们 中 的 许多 和 转录 相关 ， 其 他 的 则 发 生 在 不 同 的 以 DNA 
为 模板 的 进程 中 。 因 此 ， 一 个 假说 是 存在 一 种 组 蛋白 “密码 ”， 把 特定 的 修饰 与 各 种 生 
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复合 物 FACT 的 功能 受 H2B 泛 素 化 刺激 (Pavri et al，2006) ， 虽 然 这 两 个 复合 物 与 泛 
KRE H2B 的 直接 结合 有 待 于 证 实 。 


7.3 与 转录 激活 和 延伸 相关 的 染色 质 结 构 变 化 


村 录 活 路 的 常 染色 质 区 域 含有 “未 折 春 ”状态 的 核 小 体 ， 称 为 “ 珠 串 ”或 1lnm 4 
维 。 这 种 状态 的 核 小 体 仍 然 对 转录 装置 有 内 在 的 抑制 作用 。 有 些 转录 因子 、 激 活 因子 或 
抑制 因子 能 结合 到 它们 核 小 体 上 ， 另 一 些 则 不 能 。 此 外 ， 结 合 DNA 的 调控 因子 招募 负 
页 递 送 RNA pol II 到 启动 子 的 装置 受 核 小 体 存 在 的 限制 。 改 变 染 色 质 结构 、 调 整 基因 
以 供 转录 或 促进 起 始 或 延伸 存在 多 种 机 理 。 部 分 如 图 10-8 所 示 。 
ts 
启动 子 


HHH 
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图 10-8 ”转录 过 程 中 染色 质 重 塑 和 组 蛋白 交换 作用 的 模型 
模型 ] 中 ，Swi/Snf RH ATPase 通过 bromo 结构 域 识 别 乙 酰 化 组 蛋白 并 结合 染色 质 ， 改 变 所 在 染色 质 的 结 
构 。 模 型 2 描述 了 通过 未 知 机 理发 生 在 某 些 基 因 座 〈 如 PHOS) 的 八 聚 体 逐 出 。 模 型 3 中 ，ATPase SWRI 催 
化 H2AZ 置换 H2A， 前 者 使 染色 质 处 于 转录 准备 状态 。 模 型 4 集中 于 转录 延伸 中 FACT 的 作用 ， 其 通过 置换 
H2A/H2B 二 聚 体 帮 助 核 小 体 拆 开 。 与 此 同时 ， 组 蛋白 H3 在 这 个 过 程 中 可 能 与 H3. 3 发 生 交 换 。 
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转录 中 核 小 体 的 问题 部 分 通过 招募 蛋白 复合 物 来 移动 核 小 体 和 或) 改变 核 小 体 结 
构 得 以 解决 。 这 些 复合 物 分 为 两 个 家 族 : 一 个 以 SNF2H (酵母 中 的 ISW1 和 ISW2) 为 
代表 ， 另 一 个 以 Brahma-Swi/Snf 家 族 为 代表 (Narlikar et al. 2002 ; Peterson 2002; 
Flaus and Owen-Hughes 2004) 。 第 一 个 家 族 移动 核 小 体 ， 而 Swi/Snf 能 短暂 地 改变 核 
小 体 结构 。 乙 酰 化 的 核 小 体 通 过 bromo 结构 域 作用 被 Swi/Snf 复合 物 所 识别 (图 10-8 
模型 1)。 

基因 激活 中 的 第 二 种 机 理 是 启动 子 区 域 八 聚 体 的 选择 性 丢失 。 例 如 ， 醉 酒 醇 母 
PHOS 基因 受 转录 诱导 时 ， 其 启动 子 区 的 组 蛋白 八 聚 体 被 去 除 (图 10-8 模型 2) 
(Boeger et al. 2003; Reinke and Horz 2003) 。 另 外 ， 酬 酒 酵母 启动 子 区 域 组 成 性 地 具 
有 低 密 度 的 核 小 体 ， 便 于 转录 因子 的 结合 (Sekinger et al，2005) 。 目 前 还 不 清楚 ATP 
依赖 性 的 重 塑 复合 物 是 如 何 帮 助 产生 和 维持 这 种 低 密度 状态 的 。 

第 三 种 主要 机 理 涉及 在 组 蛋白 变 体 存 在 下 转录 状态 的 确立 。 和 基因 活性 有 关 的 组 蛋 
白 变 体 有 丙种。 首先，H2A 变 体 H2AZ 被 发 现存 在 于 启动 子 间隙 的 核 小 体 ， 使 基因 处 
于 激活 准备 状态 (Santisteban et al. 2000; Raisner et al. 2005; Zhang et al. 2005); — 
个 称 为 Swrl 特定 的 ATP 依赖 重 塑 复合 物 将 H2A 置换 为 H2AZ (图 10-8 模型 3) 
(Mizuguchi et al. 2004; 更 多 细节 见 第 13 章 )。 其 次 ， 组 蛋白 H3 的 一 种 ，H3. 1， 在 复 
制 时 被 整合 进 染 色 质 ， 而 变 体 H3. 3 则 在 HIRA (组 蛋白 调控 因子 A) 伴侣 蛋白 的 帮助 
下 以 复制 非 依 赖 性 的 形式 整合 进 染 色 质 (Ahmad and Henikoff 2002) 。 这 种 变 体 广泛 存 
在 于 基因 的 开放 读 码 框 (Mito etal. 2005) ， 暗 示 这 种 置 人 是 一 个 转录 偶 联 的 进程 。 

还 有 一 种 机 制 为 延伸 RNA pol II G RNA pol D 克服 核 小 体 障碍 。 影 响 转 录 延 什 
的 大 量 因 子 已 经 得 到 分 离 (Sims et al，2004) 。 其 中 有 一 个 可 以 让 RNA pol II 越过 核 小 
体 一 一 FACT (FAcilitate ChromatinTranscription) 。 重 要 的 是 ，FACT 专 一 性 地 作用 
于 核 小 体 ， 与 之 结合 ， 并 促进 H2A/H2B 二 聚 体 的 置换 (图 10-8 模型 4) (Belotserk- 
ovskaya et al，2003) 。 当 转录 停止 时 ，FACT 也 促进 核 小 体 的 重建 。 有 趣 的 是 ，FACT 
并 不 需要 能 量 来 执行 其 功能 ， 而 是 物理 结合 一 个 水 解 ATP 移动 核 小 体 并 结合 于 激活 性 
H3K4me 标记 的 蛋白 CHD1。 此 外 ，FACT 还 结合 具有 组 蛋白 乙酰 化 酶 活性 的 NuA4 
复合 物 。 虽 然 FACT 在 体外 可 以 通过 ATP 非 依赖 性 的 方式 促进 H2A/H2B 二 聚 体 的 置 
换 ， 这 一 活性 有 可 能 通过 它 和 CHD! 等 因子 相互 作用 被 提升 ， 后 者 可 以 在 体内 移动 或 
改变 核 小 体 结构 ， 并 与 HPTM 相互 作用 (Reinberg and Sims 2006), 


| 
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在 组 绰 晶 修饰 的 “新 时 代 ”， 即 近 十 年 ， 我 们 有 了 许多 成 果 。 在 此 期 间 ， 有 六 种 不 
同类 型 组 蛋白 修饰 通路 被 鉴定 ， 还 有 众多 的 修饰 位 点 得 到 确认 。 然 而 这 显然 仍 是 认识 的 
开端 。 机 理 上 ， 我 们 知道 修饰 影响 蛋白 的 结合 ， 但 我 们 仍 不 确切 了 解 这 些 蛋 白 是 如 何 引 
起 染色 质 结构 重建 的 。 我 们 仍然 不 知道 是 否 存在 一 种 修饰 密码 ， 还 是 仅仅 是 一 条 信和 号 通 
路 中 的 一 部 分 。 另 外 ， 我 们 缺乏 对 转录 之 外 的 ， 许 多 与 修饰 相关 的 细胞 进程 的 知识 。 因 
此 ， 简 而 言 之 ,我 们 开始 了 解 到 这 一 系统 的 复杂 性 ， 但 是 我 们 距离 弄 清 楚 这 复杂 性 还 有 
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很 远 的 路 。 然 而 有 一 件 事 是 明确 的 : 这 值得 我 们 去 努力 探索 ， 因 为 组 蛋白 修饰 在 正常 和 


病理 过 程 中 都 起 着 十 分 重要 的 作用 。 
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所 有 多 细胞 生物 体 都 起 源 于 单个 细胞 一 一 合子 ， 合 子 继续 发 育 ， 形 成 大 量 有 着 各 自 
独特 功能 的 细胞 类 型 。 这 提出 了 一 个 问题 细胞 类 型 被 决定 之 后 ， 如 何在 生长 阶段 的 多 
次 细胞 分 裂 后 依然 保持 呢 ? 


1.1 细胞 记忆 的 概念 


一 个 成 年 动物 有 二 、 三 百 种 不 同 结构 的 细胞 类 型 ， 而 植物 有 三 、 四 十 种 ， 由 于 基因 
表达 形式 的 复杂 性 ， 可 区 分 出 更 多 不 同 细胞 类 群 。 各 种 激活 或 沉默 的 特征 基因 表达 形 
式 ， 决 定 了 每 种 细胞 类 型 的 身份 和 功能 。 在 发 育 过 程 中 和 成 年 平衡 状态 时 ， 需 要 在 每 次 
细胞 分 裂 后 忠实 地 记忆 、 重 建 这 种 基因 表达 状态 ， 这 一 点 很 重要 ， 尤 其 在 有 丝 分 裂 中 遗 
传 物 质 复制 SEHD 以 及 染色 体 分 离 过 程 MED 中 ， 因 为 这 二 者 在 每 个 细胞 周期 都 会 
打上 断 基 因 表 达 。 那 么 ， 细 胞 的 不 同 基 因 表 达 形 式 是 如 何 代 代 相 传 的 呢 ? 

20 攻 纪 六 、 七 十 年 代 的 实验 表明 ， 即 使 经 过 了 长 期 的 传代 培养 ， 动 植物 组 织 仍然 会 
“记忆 ”一 个 确定 的 基因 表达 状态 (Hadorn 1968; Hackett et al. 1987), Hadorn 及 其 同事 
们 指出 ， 果 蝇 幼 虫 的 成 虫 盘 具 有 可 遗传 的 细胞 记忆 ， 所 以 它们 能 记 住 在 早期 豚 胎 形成 时 所 
确定 的 表达 状态 。 成 虫 盘 是 成 入 的 上 皮 细 胞 ， 它 们 保留 在 发 育 的 胚胎 中 ， 是 旷 变 过 程 所 产 
生 的 特异 性 外 部 结构 和 附属 结构 的 前 体 。 例 如 ， 第 二 胸 节 的 两 对 成 虫 盘 ， 其 中 一 个 形成 一 
条 中 腿 ， 另 一 个 则 形成 翅膀 CULPA 12-2) 。 将 成 虫 盘 植 人 成 年 瞧 蝇 的 血 腔 中 进行 培育 ， 它 
们 就 继续 增殖 而 不 分 化 。 在 虹 变 之 前 ， 如 果 将 其 重新 植 回 幼虫 体内 ， 它 还 会 接着 分 化 成 预 
期 的 成 体 结构 ， 即 使 之 前 经 过 了 连续 的 移植 传代 也 是 如 此 。 新 的 发 现 说 明 PcG 和 trxG & 
白 也 参与 维持 成 虫 盘 细胞 的 先决 状态 (图 11-1) ， 然 而 在 以 上 的 培育 实验 中 ， 也 有 很 少 的 
成 虫 盘 改变 了 发 育 命运 ， 称 为 细胞 的 转 决 定 〈transdetermination) 。 此 过 程 包 含 了 转 决 定 
细胞 中 由 INK 级 联 信号 通路 引起 的 PcG 和 蛋 日 抑制 的 下 游 调控 (图 11-2a, b) (Lee et al. 
2005). PcG 突变 体 转 决 定 的 频率 增加 ， 这 也 支持 了 PcG 和 蛋白 在 维持 成 虫 盘 细胞 命运 上 有 
作用 的 说 法 CKlebes et al. 2005) 。 这 样 看 来 ， 不 管 是 正常 发 育 中 ， 还 是 再 生 过 程 中 〈 详 见 
4.319), PcG 和 蛋 日 都 应 该 在 细胞 命运 重 编程 中 起 到 重要 作用 。 


1.2 Polycomb 家 族 的 遗传 学 发 现 


在 所 有 多 细胞 动物 中 ， 前 后 体 轴 都 由 HOX 基因 的 特定 表达 形式 决定 〈 见 图 12-2), 
果 蝇 的 胚胎 发 生 过 程 中 ， 母 源 “〈 由 孵 子 继承 而 来 ) 转录 因子 与 合子 产生 的 转录 因子 形成 了 
对 应 每 个 体 节 所 需要 的 特异 性 HOX 表达 组 合 ， 而 后 尽管 早期 转录 调控 因子 早已 不 存在 ， 
这 个 体 节 特 异 的 HOX 基因 活性 状态 在 果 晶 整个 发 育 过 程 中 能 够 一 直 维 持 。HOX 基因 功 
能 在 遗传 学 上 被 确定 时 ， 已 经 分 离 出 很 多 反 式 调控 因子 ， 其 中 Polycomb(Pc) 是 由 Pam 和 
Ed Lewis 发 现 的 ， 他 们 还 对 其 进行 了 遗传 学 分 析 (Lewis 1978) 。 杂 合 的 雄性 Pc 突变 体 在 
第 二 、 三 条 腿 上 有 多 余 的 性 梳 ， 而 野生 型 雄性 只 在 第 一 条 腿 上 有 〔 见 题 图 )。 纯 合 突变 体 
是 胚胎 致死 的 ， 其 表皮 市 均 转化 为 最 尾 端 的 腹 节 (图 11-2 c，d) 。 这 些 经 典 的 PcG 表 型 被 
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klaus et al，1998) ， 也 可 会 使 种 子 发 育 的 一 些 情 况 在 未 受精 时 就 可 产生 (Luo et al. 
1999; Ohad et al. 1999) 。 最 后 ，PcG 基因 还 在 花期 突变 体 中 发 现 ， 例 如 ， 有 的 突变 体 
在 发 芽 后 直接 开花 〈Yoshida et al. 2001) ， 有 的 则 被 破坏 了 春 化 反应 性 〈 春 化 是 使 植物 
在 长 期 对 抗 寒冷 之 后 形成 开花 能 力 的 过 程 ; Gendall et al. 2001). 








a8 

图 11-2 不 同 物种 PcG 突变 体 的 同 源 蜡 型 转化 
(ad) Eia; (e DhE; G b WAF: Ga, b 由 翅膀 特异 性 残 怒 基因 vestigial 的 表达 (GFP 标记 )， 可 
以 看 出 腿 成 虫 盘 被 转 决 定 。(c，d) 野生 型 (O 和 Su(z) 12 REIK (d 胚胎 的 表皮 (cuticles)。Su(z) 12 突变 
体 的 所 有 腹 节 、 胸 节 和 几 个头 节 〈 此 聚焦 层 不 可 见 ) 同 源 异 型 转化 为 多 拷贝 的 第 八 腹 节 ， 这 是 因为 Abd-B 基因 
在 这 些 体 节 中 表达 不 正确 。(e，f) BE) REFER (e) M Ringla O 中 轴 上 骨架 。 清 晰 可 见 胸部 骨架 ， 骨 
(红色 ) 及 关节 ( 蓝 色 )。 突 变 体 前 部 (anterior) 转化 为 第 八 根 胸椎 ， 这 里 出 现 了 八 根 〈1-8) HWD, FEN 
只 有 七 根 (1-7)。(g，h) 野生 型 (g) 以 及 cL 广 2 RENER., BPEMERN SH. AR, 雄 芝 和 心 皮 排列 正 
常 ， 而 cLf2 花 义 中， 花瓣 减少 或 消失 (a, b: 由 Lee 和 Raro 提供 ; c, d 经 许可 转 印 自 Birve et al. 2001; e, 
f 经 许可 转 印 自 del Mar Lorente et al. 2000; 由 Goodrich 提供 ) 。 


PcG 调控 的 多 种 生物 学 进程 都 说 明了 不 同 生 物体 中 维持 关键 的 发 育 调控 子 的 抑制 
状态 有 多 么 重要 。 一 方面 ， 动 植物 之 间 的 生物 学 功能 有 着 惊人 的 保守 性 ， 例 如 ， 如 同 源 
异型 基因 ， 它 们 在 动 植物 中 都 要 调控 关键 的 发 育 调控 因子 ， 而 且 这 些 PcG 在 细胞 增殖 
的 严格 调控 中 都 起 到 作用 。 另 一 方面 ，PcG 复合 体 是 很 灵活 具有 动态 性 的 分 子 模块 ， 
可 以 调控 多 种 发 育 和 细胞 的 生物 学 过 程 。 
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2. 染色 质 沉默 标记 的 建立 


PcG 蛋白 在 生化 上 有 两 个 分 类 : 多 聚 梳 抑制 性 复合 体 1、2(PRC1 和 PRC2)， 它 们 
参与 抑制 基因 表达 的 一 连 串 步骤 ;首先 ，PRC2 具有 组 蛋白 修饰 活性 ， 可 将 基因 沉默 的 
MERE H3K27 和 /或 H3K9 甲 基 化 。 然 后 PRCO 复合 体 识别 并 结合 到 修饰 处 ， 引 起 
染色 质 适 当 结 构 变 化 。PRC2 蛋白 在 所 有 多 细胞 模式 生物 中 都 存在 ， 而 PRO 复合 体 在 
线虫 和 拟 南 芥 中 都 还 没有 发 现 。 


表 观 遗传 学 


2.1 PRC2 的 组 分 及 其 进化 保守 性 


人 们 已 经 从 果 蝇 胚胎 中 纯化 出 几 种 PRC 的 变异 体 ， 所 有 这 些 复合 体 都 含有 四 种 核 
心 蛋 白 (Levine et al. 2004): SET ABA HEEB Zeste 基因 增强 子 EC., 8 
WD40 结构 域 的 多 余 性 梳 蛋 白 (extra sex comb，ESC)、 组 蛋白 结合 子 p55 以 及 Zes- 
tel2 抑制 子 [SUCZ)12] È 11-1 及 图 11-3)。 由 于 这 种 组 成 特点 ， 一 开始 PRC2 被 称 
做 E(Z)-ESC 复合 物 。 本 节 重 点 讲述 不 同 模式 生物 中 已 知 PRC2 各 成 分 的 分 子 生物 学 和 
生物 化 学 。 
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ESC 或 其 哺乳 类 、 植 物 中 同 源 物 进行 物理 上 的 相互 作用 〈Tie et al. 2001; Kohler et al. 
2003a), 

除了 PRC2 核心 蛋白 之 外 ， 一 些 变异 体 还 含有 RPDS 这 种 组 蛋白 去 乙酰 化 酶 〈his- 
tone deacetylase, HDAC) 或 多 聚 梳 样 (Polycomb-like, PCL) 和 蛋白。 它们 与 RPD3 的 
作用 很 值得 重视 ， 因 为 组 蛋白 去 乙醚 化 与 基因 表达 抑制 相 系 ( 见 第 10 章 ) 。PRC2 的 不 
同 组 成 可 能 反映 了 它 在 不 同 发 育 阶段 和 组 织 特 异性 变异 体 中 也 会 发 生 相 应 变化 。 

PRC2 FAFA TEM AERO. Pa RSE CA 11-3), 但 是 线虫 中 只 
A EZ) 和 ESC 的 同 源 物 一 一 MES-2 和 .MES-6， 还 有 一 个 不 保守 的 MES-3 蛋白 ， 它 
们 形成 了 一 个 大 约 230 kD 的 小 型 复合 物 ， 在 雌雄 同体 的 生殖 系 中 参与 X 染色 体 的 沉默 
( 见 第 15 章 )。 动 植物 有 全 部 PRC 的 四 个 核心 蛋白 。 果 蝇 、 哺 乳 动物 中 的 复合 体 约 
600 kD， 在 调控 同 源 异型 基因 表达 和 细胞 增殖 、X 染色 体 失 活 以 及 印记 基因 表达 中 都 有 
作用 ( 详 见 本 章 第 4 节 )。 

植物 中 几 个 编码 PRC 组 成 成 分 的 基因 发 生 复制 ， 形 成 了 现在 的 小 型 基因 家 族 。 拟 
南齐 中 只 有 一 个 ESC 的 同 源 物 一 一 无 受精 胚乳 〈fertilization-independent endosperm, 
FIE) 和 蛋白, 但 有 三 个 E(Z)、 三 个 SU(CZ) 12 同 源 物 ， 五 个 p55 的 同 源 物 〈 分 别称 作 
MSI~5) 〈 表 1)。 这 些 蛋 白 的 不 同 组 合 至 少 形成 了 三 个 不 同 的 复合 体 ， 分 别 控制 特定 
的 发 育 过 程 (图 11-3、11-4) (Reyes and Grossniklaus 2003; Chanvivattana et al. 
2004) 。 

这 些 复合 体 中 ， 无 受精 种 子 蛋白 基因 (FIS 家 族 研 究 得 最 为 透彻 ， 它 们 在 控制 种 
子 细胞 增殖 过 程 中 起 到 重要 作用 (Grossniklaus et al，2001)。 这 个 FIS 或 MEA-FIE 复 
合体 含有 MEDEA, FIE, FIS? 和 MSI] 重 白 。PHERES1 和 蛋白 (PHE1) 为 MADS 结构 
域 转录 因子 ，FIS 复合 体能 调控 编码 PHERES] 的 基因 ; 酵母 细胞 增殖 调控 中 起 重要 作 
用 的 Skgp1， 其 同 源 物 MEIDOS 的 基因 的 表达 也 受 FIS 复合 体 的 调控 (Kohler et al. 
2003b)。 有 趣 的 是 ，PHEIl 的 父 源 等 位 基因 表达 量 高 于 母 源 等 位 基因 ， 这 是 由 于 FIS 
复合 体 特 异地 抑制 了 母 源 等 位 基因 而 控制 了 基因 组 印记 (Köhler et al. 2005), AF 
面 将 要 概括 FIS 复合 体 与 哺乳 类 对 应 复合 物 在 调控 细胞 增殖 和 印记 基因 表达 上 共有 的 
功能 。 

EMF 复合 体 含 有 CLF 及 EMBRYONIC FLOWER2(EMF2) 蛋白 (Chanvivattana 
etal. 2004)。 这 二 者 之 一 如 果 发 生 了 突变 ， 则 会 显示 出 微弱 的 同 源 异 型 转化 以 及 早 
AEM, ARRANGER Re SHREW. EMF 复合 体 可 以 抑制 这 
些 基因 (Goodrich et al. 1997), Alt, SRRABR ODP PRC 基因 类 似 ， 
EMF 有 维持 同 源 异型 基因 受 抑制 的 功能 (图 11-2)。 然 而 ， 植 物 中 的 同 源 异 型 基因 并 
不 编码 同 源 结构 域 蛋 白 ， 而 是 编码 一 些 其 他 的 转录 因子 ， 这 些 因 子 属于 MADS 结构 
域 以 及 植物 特异 性 AP2 结构 域 家 族 。 很 强 的 EMF 突变 体 ， 其 幼苗 不 经 过 发 育 的 营 
养 阶段 就 在 萌芽 后 直接 开花 ， 这 时 却 显示 出 非常 严重 的 表 型 (Yoshida et al. 2001). 
Auk, EMF 复合 体能 阻止 过 时 开花 ， 在 早期 发 育 和 后 来 花 器 官 形 成 中 都 起 到 作用 
(Chanvivattana et al，2004) 。 两 个 阶段 的 EMF 复合 体 都 抑制 了 花 同 源 异 型 基因 如 AG 
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图 11-4 不 同 PRC2 在 植物 发 育 不 同 阶段 的 作用 

植物 的 生活 史 中 ，PRC2 的 不 同 变 异体 (图 11-3) 控制 了 发 育 过 程 。(A) 野生 型 胚珠 中 心 为 肉 配 子 体 清晰 可 见 。 
FIS 复 合体 抑制 了 控制 中 心细 胞 扩 增 的 基因 ; 在 所 有 fis 类 突变 体 中 ， 细 胞 增殖 可 以 在 不 受精 的 情况 下 进行 。 受 
WH, MEA 可 以 维持 MEA” CARR) 的 低 表 达 ， 而 这 个 活性 不 需要 依赖 其 他 FIS 复合 体 的 成 分 。(〈B) 野生 种 子 
含有 胚 和 胚乳 ， 外 面包 有 种 皮 。 受 精 后 ，FIS 复 合体 在 凸 和 胚 乃 细胞 扩 增 的 调控 中 起 作用 ， 它 能 维持 PHE 的 低 
表达 ， 用 来 保持 MEA? ( 父 源 ) 等 位 基因 的 沉默 。(C) 萌芽 21 天 后 的 野生 型 ( 右 ) 和 emf RER E) SH. 
emfe 幼苗 产生 了 同 源 异 型 转化 的 花 ， 但 没有 叶子 。EMEF 复合 体 阻 止 开花 ， 抑 制 花 同 源 异型 基因 ， 如 AG，AP3 
等 。(D) 4th E) MAB A) 的 植物 ， 后 者 营养 期 长 ， 产 生 大 量 叶 子 。 发 育 的 营养 期 ， 内 外 源 信号 诱导 开 
花 。 春 化 过 程 使 开花 抑制 子 FLC 作用 减弱 ， 从 而 促进 开花 。VRN 复合 体能 维持 这 个 作用 减弱 的 状态 。(E)〉 野生 
型 拟 南 草花 。 花 的 器 官 形 成 中 ，EMF 复合 体 调 控 了 花 同 源 异 型 基因 ， 这 些 基因 决定 花 器 官 的 种 类 CA, 
J. M. Moore and U. Grossniklaus 提供 ; B, J.-P. Vielle-Calzada and U. Grossniklaus 提供 : C， 经 许可 转 印 自 Moon 
et al，2003[@ ASPB]; D, 经 许可 转 印 自 Sung and Amasino 2004a; E， 可 转 印 自 Page and Grossniklaus 2002 [© 
Macmilan ] ) 。 
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和 APETALA3(AP3) (图 11-4) 。FIS 类 蛋白 、FIE 和 MSI 也 在 同 源 异型 基因 表达 
调控 中 有 作用 (图 11-3、 图 11-4)。 由 于 二 者 的 突变 都 会 引起 母体 效应 的 胚胎 致死 ， 
只 能 在 后 续 发 育 阶段 仍 能 进行 的 部 分 缺失 的 情况 下 进行 研究 (Kinoshita et al. 2001; 
Hennig et al. 2003), | 

最 后 是 VRN 复合 体 。 它 在 一 个 著名 的 表 观 遗传 过 程 一 一 春 化 (长 时 间 低 温 处 理 ) 
中 起 到 关键 作用 。 春 化 促进 冬季 型 植物 开花 ， 但 这 个 效应 要 在 很 多 次 细胞 分 裂 之 后 才能 
表现 (图 11-4)。 植 物 细胞 在 寒冷 时 期 之 后 的 几 个 月 ， 甚 至 几 年 后 述 记 得 它 已 经 春 化 。 
这 个 细胞 记忆 能 在 培养 细胞 中 随 着 传代 而 维持 ， 但 不 能 从 植物 的 一 代 传 到 下 一 代 
(Sung and Amasino 2004a). #46 (VRN) 基因 调节 春 化 反应 性 。VRN2 编码 的 是 一 个 
SU(Z)12 同 源 和 蛋白 (Gendall et al. 2001) ， 酵 母 双 杂 交 显 示 它 与 植物 E(Z〉 辣 源 物 CLF 
Al SWINGER(SWN) 相互 作用 〈Chanvivattana et al. 2004)。 但 向 花期 的 过 渡 不 仅仅 
由 春 化 来 调控 ， 而 且 还 涉及 对 内 部 〈 发 育 阶 段 和 年 龄 ) 和 外 部 〈 日 长 、 光 、 温 度 ) 因子 
的 感知 。 遗 传 学 分 析 发 现 了 四 条 通路 : 自主 组 成 型 抑制 开花 ; @ 日 长 增加 时 加 速 开花 
的 光 周 期 途径 ; 力 遇 到 寒冷 时 春 化 途径 引起 的 反应 性 开花 ; @ 赤 霉 素 促进 开花 。 开 花 时 
间 基 因 FLC 含有 一 个 MADS 盒 ， 是 开花 反应 的 一 个 关键 整合 子 ， 能 抑制 开花 。FLC 
表达 可 以 由 春 化 和 自主 通路 引起 。FLC 的 抑制 一 开始 并 不 需要 VRN 复合 体 ， 而 抑制 的 
维持 需要 VRN2， 它 可 以 改变 FLC 位 点 处 的 染色 质 结构 (Gendall et al，2001)。 在 这 
里 要 注意 自主 途径 的 一 个 组 成 成 分 FVE (或 称 MSI4 是 p55 同 源 物 )， 影 响 开 花 时 间 反 
应 ， 但 不 在 春 化 途径 中 起 作用 (Ausin et al. 2004; Kim et al. 2004), 还 没有 报道 对 
VRN 复合 体 的 研究 ， 所 以 现在 还 不 清楚 它 的 确切 构成 (图 11-3、 图 11-4)。 


2.2 PRC 的 染色 质 修饰 活性 


PRC2 如 何 调 节 其 抑制 效果 呢 ? PcG 和 trxG 家 族 有 一 些 蛋 白带 有 SET 结构 域 ， 其 
中 就 有 PRC2 的 成 分 E(Z)。 人 们 发 现 SET 结构 域 蛋白 具有 HKMT 活性 (Rea et al. 
2000)， 所 以 PcG 行使 功能 时 可 涉及 组 蛋白 甲 基 化 。 其 实 ， 哺 乳 类 和 果 蝇 的 PRC2 复合 
体 可 以 甲 基 化 组 蛋白 H3K27， 而 且 H3K9 在 体内 外 都 有 较 小 程度 的 甲 基 化 (Cao et al. 
2002; Czermin et al. 2002; Kuzmichev et al. 2002; Müller et al. 2002), ix +620 
”标记 一 般 与 转录 沉默 状态 相 联 系 。 进 一 步 说 ，H3K9 Al H3K27 甲 基 化 与 bithorax 复合 
体 的 同 源 异型 基因 控制 有 关 (Müller et al. 2002), Rif, ED 突变 体 中 只 缺少 了 
H3K27， 可 见 其 在 PcG 沉默 中 的 重要 性 。SU (VAR)3-9 蛋白 自身 就 能 甲 基 化 H3K9， 
m EZ) 蛋白 自己 没有 甲 基 化 H3K27 的 HKMT 活性 ， 最 小 的 能 起 HKMT 作用 的 复合 
体 也 需要 ESC 和 SU(Z)12， 这 二 者 可 能 有 调节 功能 。 最 近 又 发 现 PRC 复合 体 还 可 以 
甲 基 化 H1K26(Kuzmichev et al. 2004), Eed 是 哺乳 类 中 ESC 同 源 物 ， 其 不 同 异 构 体 
决定 了 哺乳 类 PRC2 会 进行 HIK26 还 是 H3K27 甲 基 化 CKuzmichev et al，2004) 。 然 
而 HIK26 甲 基 化 与 PcG 沉默 是 否 有 功能 上 的 联系 目前 还 不 知道 。 

植物 中 PRC 还 没有 证 明 在 体外 有 HKMT 活性 ,但 FLC 调控 研究 发 现 春 化 作用 
致使 乙酰 化 丧失 而 H3K9、H3K27 甲 基 化 增加 ， 这 个 增加 的 甲 基 化 大 多 数位 于 此 基因 
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的 纯化 材料 中 发 现 。 哺 乳 动物 细胞 中 纯化 出 了 一 个 相关 复合 体 ， 意味 着 这 四 个 亚 基 形 成 
T PRCI 的 核心 〈Levine et al. 2002), 。 使 用 抗 PRC] 蛋白 抗体 对 果 蝇 多 线 染色 体 的 免 
疫 菊 光 结 果 表 明 这 些 蛋 白 的 定位 有 重 委 ， 因 此 它们 应 该 联合 作用 于 一 套 确 定 的 共有 部 基 
Al (图 11-6a) 。 另 外 ， 染 色 体 上 大 约 有 100 条 带 ， 所 以 HOX 基因 只 是 一 个 更 大 的 调控 
网 络 中 的 一 块 ， 还 有 其 他 受 PcG 沉默 作用 的 基因 。 

PC 基因 编码 了 一 个 含 390 个 氨基 酸 的 蛋白 质 ，N 端 含 有 一 个 Chromo 结构 域 ， 这 
个 保守 结构 域 与 HP1 ARRE, HP 是 果 蝇 异 染 色 质 形成 所 需要 的 蛋白 质 〈(Paro and 
Hogness 1991; 见 第 5 章 ) 。 之 后 又 发 现 Chromo 结构 域 还 与 H3K27 及 H3K9 甲 基 化 的 
部 分 相 结合 (Bannister et al. 2001; Fischle et al. 2003), HC 端 有 另 一 个 保守 结构 域 ， 
而 且 如 果 该 位 置 突变 会 导致 一 些 异 常 ， 这 些 都 说 明和 蛋白 的 这 个 部 分 有 着 目前 仍 未 知 的 调 
节 功 能 。 在 靶 向 靶 基 因 的 过 程 中 PC 的 C 端 是 不 必需 的 〈 由 Chromo 结构 域 完成 ) ， 但 
是 在 体外 实验 中 发 现 它 与 核 小 体 作用 (Breiling et al. 1999)。 是 否 还 有 未 发 现 的 结构 域 
能 进行 男 一 些 组 蛋白 修饰 还 有 待 研究 。 人 类 Pe 只 发 现 了 一 种 SUMO 的 E3 连接 酶 活 
性 ， 所 以 SUMO 修饰 也 是 PcG 沉默 过 程 中 的 一 个 重要 标记 (Kagey et al. 2003), 





18 之 间 是 保守 的 ， 此 区 域 含 有 一 个 CHC, 环 指 结构 域 ， 可 能 调节 了 蛋白 相互 作用 。 
Bmil /Mel-18 的 亚 核定 位 与 细胞 转化 有 关 ， 而 环 指 结构 域 在 其 中 起 到 作用 。 

ALM polyhomeotic( ph) 位 点 复制 后 就 有 近 端 (ph-p) 和 末端 (bhd) 两 个 基因 ， 
它们 有 极 大 的 同 源 性 。 小 鼠 的 PH 同 源 蛋 白 也 有 发 现 ， 所 有 这 些 蛋 白 都 有 一 个 保守 的 单 
个 锋 指 以 及 一 个 SAM (也 称 SEP 或 SPM) 结构 域 。 这 个 结构 域 在 其 他 PcG 蛋白 一 一 
第 二 腿 性 梳 蛋 白 (sex combs on the midleg, SCM) 上 也 发 现 了 。 在 PH 与 其 他 同型 / 异 
BEATER HA SAM 结构 域 参与 ， 可 见 它 与 蛋白 相互 作用 有 关 。 这 些 发 现 都 支持 了 这 
样 的 观点 : 该 蛋白 能 产生 大 的 蛋白 复合 体 参 与 沉默 。 其 实 PcG EA 的 亚 核定 位 于 PcG 
体 ， 本 身 就 可 能 是 沉默 的 体系 (Saurin et al. 1998), | 

以 上 提 到 dRING] 蛋白 一 开始 不 是 作为 PcG 成 员 发 现 的 ， 后 后 来 进行 的 生化 纯化 实 
验 才 发 现 这 个 因子 在 PRC1 中 和 一 个 RING 指 结构 域 一 同 出 现 ， 它 在 其 中 可 能 起 到 结构 
性 作用 (Francis et al. 2001; Lavigne et al. 2004), RinglA, RingiB SAMs sy 
PRC] 中 与 失 活 X REAL H2A 泛 素 化 有 关 ， 而 且 这 个 组 蛋白 标记 的 维持 也 需要 
Ring] EA (de Napoles et al. 2004; Fang et al. 2004; Cao etal. 2005; 详 见 4.1 节 以 
及 第 17 章 ) 。 

这 四 个 绰 昌 组 成 了 PRCIl 的 核心 结构 ， 但 复合 体 还 与 SCM、Zeste 之 类 的 PcG 蛋白 
相 联 系 (Otte and Kwaks 2003) 。 它 们 在 PRCI 中 分 子 功能 还 不 清楚 ， 因为 它们 似乎 是 
在 核 仁 中 发 挥 作用 的 ， 例 如 Zeste 就 有 转录 激活 因子 的 功能 。 另 外 通过 找 PcG 核心 基因 
的 转录 调控 子 又 发 现 了 其 他 的 PcG 基因 (Ali and Bender 2004) 。 三 个 PcG 基因 是 在 编 
码 PRC] 组 分 基因 的 上 游 调控 子 ，PRC1 组 分 之 间 有 一 个 负 反 馈 的 循环 ， 而 且 受 PRC2 
的 正 调控 ， 进 一 步 证 明 PcG 基因 之 间 有 着 复杂 的 交叉 调控 网 络 ， 以 保证 复合 体 中 精确 
的 各 蛋白 量 〈 图 11-7a) 。 类 似 的 ， 拟 南 芥 中 FIS 复合 体 基因 之 间 也 有 复杂 的 调控 作用 
(Baroux et al. 2006), 


表 观 遗传 学 


3.2 PRCO 如 何 靶 向 被 沉默 基因 


对 采 蝇 的 同 源 异 型 基因 簇 进行 分 析 得 到 了 维持 HOX 基因 适当 体 节 特 异性 表达 的 调 
控 元 件 ， 它 们 是 DNA 元 件 ， 叫 做 Polycomb 应 管 元 件 (Polycomb responsive element, 
FRE)， 能 在 豚 胎 起 始 阶段 之 后 维持 这 种 表达 。 当 PRE 被 整合 到 多 线 染 色 体 的 其 他 位 点 
时 可 以 募集 PRCI 中 和 蛋白, 说 明 它们 可 以 决定 DNA 序列 是 否 可 以 被 PRC] 蛋白 识别 和 
结合 。 然 而 PcG 靶 向 的 机 制 却 很 复杂 。 功 能 上 确定 的 PRE 可 以 从 几 百 到 几 千 bp, EZ 
种 不 同 DNA 结合 蛋白 的 保守 结合 位 点 ， 而 且 一 般 在 一 个 给 定 目标 位 点 有 两 个 PRE 或 
EEZ. ES, MAHER PRE 都 来 自 果 蝇 ， 没 有 在 哺乳 动物 或 植物 中 发 现 过 。PRE 
虽然 有 其 复杂 性 ,但 其 保守 性 序列 区 域 确定 有 四 个 ， 都 在 果 蝇 PRE 功能 中 起 作用 。 其 
中 一 个 (GCCAT) 能 与 PHO 和 PHOL 蛋白 结合 ， 这 二 者 部 分 上 有 广泛 的 功能 。PHO 
和 PHOL 在 PcG 靶 向 时 发 挥 功 能 ， 因 为 在 早期 胚胎 提取 物 的 PcG 复合 体 中 发 现 了 一 
者 ， 它 们 与 PRC1/2 的 成 员 可 以 免疫 共 沉 淀 而 且 体 外 能 结合 PRE(Poux et al. 2001), 
近来 还 发 现 DSP] 参与 募集 PecG， 它 与 许多 PRE 都 有 的 GAAA 结构 域 结合 (Dejardin 
et al]，2005) 。 最 后 ，trxG EH Zeste 以 及 GAF (由 Trithorax-like 基因 编码 ) 可 能 有 
助 于 将 PcG 和 蛋白 募集 到 目标 基因 上 。 
由 于 发 现 了 有 成 对 GAF, Zeste 和 PHO/PHOL 的 聚集 位 点 是 PRE 的 标志 ， 所 以 
新 发 展 起 来 一 种 思路 通过 这 一 点 可 相对 准确 地 预测 已 知 PRE 的 存在 ， 从 而 在 果 蝇 基因 
组 中 找到 新 的 PcG 潜在 靶 基 因 (图 11-6 b) (Ringrose et al. 2003), PRE 调控 基因 家 族 
包括 从 赫赫 有 名 的 发 育 关键 转录 因子 基因 ， 到 编码 细胞 周期 调控 和 凋 亡 所 涉及 因子 的 基 
因 ， 前 者 也 是 建立 一 定 表达 状态 所 必需 的 。 
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ANT-C BX-C u PC 结合 位 点 
ap E 预期 的 PRE 
图 11-6 “多 线 染 色 体 上 PRC 被 定位 至 PRE 
Ca) 对 有 果 蝇 唾 腺 染色 体 进行 免疫 荧光 染色 可 见 PC 蛋白 分 布 (b) 比 对 染色 体 各 璧 发 现 果 蝇 基 因 组 的 预期 PRE 位 点 与 
唾 腺 染色 体 细胞 图 谱 上 PC 结合 位 点 有 重 和 又 部 分 。 两 个 HOX 基因 能 -一 -ANTFC、BXC 是 PRC1 的 主要 结合 位 点 。 


PRC] 一 旦 结合 上 去 就 和 相 邻 组 蛋白 作用 ， 在 PRE 处 形成 稳定 的 沉默 复合 体 (图 11-7 
b) 。PRC2 产生 H3K27me3 标记 是 PC 染色 质 调节 域 的 另 一 个 结合 点 (图 11-7 c) 。 没 有 这 
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些 标记 时 ， 如 可 溶性 甲 基 化 组 蛋白 尾 的 肽 段 与 之 竞争 ，PRC1 就 从 靶 基 因 上 脱落 下 来 〈Cz- 
ermin et al. 2002; Ringrose et al. 2004; Wang et al. 2004), PRC2 有 HKMT 活 性 ， 而 且 产 
生发 现 沉默 染色 质 典 型 的 相关 组 蛋白 标记 ， 这 可 能 说 明了 PcG 抑制 有 一 种 新 的 机 制 。 在 
PRC2 催化 H3K27me3 形成 之 后 ，PRC1 通过 PC BAH Chromo 结构 域 结合 到 上 面 并 
稳定 了 沉默 状态 。 以 下 发 现 也 证 明了 这 一 点 ;: H3K27me3 标记 和 PC 在 多 线 染 色 体 上 
有 相同 的 定位 ; QE 突变 体 中 没有 PC 的 结合 。 因 为 它 缺 少 HKMT 活性 ， 也 就 不 能 
将 H3 甲 基 化 为 H3K27me3 标记 ， 所 以 无 法 将 PC 募集 到 目标 上 (图 11-5) 。 尽 管 这 个 
模型 很 吸引 人 ,但 PRE 处 的 情况 似乎 更 加 复杂 ， 因 为 PRC2 和 PRC 不 是 顺序 作用 的 ， 
而 是 在 早期 胚胎 发 生 时 共同 作用 于 PRE 上 的 (图 11-5 b，c) 。 因 此 ， 有 可 能 H3K27 H 
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图 11-7 ”细胞 分 裂 时 PRC1 调控 及 功能 

(a) PcG 基因 之 间 的 交叉 调控 作用 ， 遗 传 学 研究 为 此 提供 了 证 明 。E(Pc) Pcl 和 Asx 都 是 核心 PRC] 成 员 上 游 
作用 的 正 调控 子 。PRC2 RA Es MEC) 对 Pc 转录 起 到 正 调 控 作 用 。 核 心 PRC 成 员 对 Pse, dRingl 以 及 Su 
(z)12 有 负 反 馈 。 基 因 产 物 得 到 精细 的 调控 才能 保证 化 学 平衡 ， 各 种 生物 学 过 程 才能 很 好 的 平衡 。(b) 序列 特异 
的 转录 因子 将 PRC] 的 各 成 分 聚集 到 PRE E. PRC 通过 PC 的 染色 质 结构 域 锚 定 到 相 邻 甲 基 化 组 蛋白 尾巴 上 之 
后 才能 使 沉默 复合 体 得 到 稳定 。(c) 差异 化 基因 表达 形式 遗传 的 可 能 模型 。 基因 间 转 录 进 程 在 控制 活性 基因 的 
PRE 处 PRE2) 加 上 正 的 表 观 遗传 标记 (如 乙酰 化 组 蛋白 尾巴 、 组 蛋白 变异 体 )。 其 他 PREPRE) 在 默认 状 
态 时 被 沉默 。 在 DNA 复制 及 有 丝 分 裂 过 程 中 ， 只 有 正 的 表 观 遗传 信号 需要 被 传递 到 子 细 胞 ， 保 证 下 个 细胞 分 裂 
间 期 基因 间 ， 在 其 他 PRE 位 点 默认 被 沉默 之 前 ， 转 录 重 新 在 PRE2 处 起 始 (a 摘自 Ali and Bender 2004), 
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的 环境 仍然 不 允许 PC 通过 H3K27me3 结合 上 来 ， 因 此 也 不 能 建立 起 稳定 的 沉默 状态 。 
既然 PcG 系统 中 是 默认 诱导 沉默 的 ， 那 么 差异 化 基因 表达 的 表 观 遗传 只 需要 在 DNA 复 
制 以 及 有 丝 分 烈 过 程 中 活性 的 PRE 得 到 传递 《图 11-7c) 。 而 这 在 分 子 水 平 上 是 如 何 达 
到 的 ， 哪 些 表 观 遗传 标记 负责 维持 活性 PRE 状态 ， 都 还 是 待 解决 的 问题 。 有 趣 的 是 ， 
最 近 发 现在 一 个 果 蝇 同 源 异 型 基因 Ube 的 PRE 处 ， 产 生 的 非 编码 RNA 一 直 结 合 于 染 
色 质 并 募集 trxG 调控 子 ASH1(Absent Small or Homeotic discs1)， 一 旦 这 些 RNA iff 
过 RNAi 被 破坏 ， 募 集 到 PRE 上 的 ASHI 也 会 减少 ， 表 明 这 个 相互 作用 在 同 源 异 型 基 
因 的 表 观 遗传 激活 上 起 到 重要 作用 ， 它 们 通过 克服 了 默认 的 PcG 诱导 的 沉默 (Sanchez- 
Elsner et al. 2006). : 


4. 哺乳 动物 发 育 中 的 PeG 抑制 


4.1 从 基因 到 染色 体 抑制 


小 鼠 PRC1 成 员 发 生 突变 会 显示 出 椎 骨 的 同 源 异 型 转化 ， 然 后 出 现 一 块 多 余 的 痊 
椎 ， 这 是 HOX 基因 去 抑制 的 结果 (图 11-2 e, f) (Core et al. 1997), MH, ARR 
的 造血 干细胞 没有 增生 反应 ， 造 成 了 严重 的 联合 免疫 缺陷 〈Raaphorst 2005)。PcG & 
白 的 作用 在 血细胞 中 得 到 了 尤其 充分 地 研究 ， 因 为 大 多 数 血细胞 系 的 细胞 类 型 特异 的 转 
录 程 序 了 解 得 很 清楚 。 然 而 ， 细 胞 系 的 保证 和 限制 性 要 以 某 种 方式 在 细胞 分 裂 时 也 忠实 
地 维持 。PecG BRM) BUY B-T 细胞 前 体 群 都 能 正常 产生 ， 说 明 PcG 控制 不 涉及 建立 细 
胞 系 特异 性 基因 表达 ，PeG 蛋白 不 涉及 决定 某 一 特定 发 育 通路 之 后 的 决定 ， 而 是 参与 
到 使 细胞 系 选 择 不 可 逆转 。 

HOX 基因 表达 方式 决定 了 不 同 血 细胞 系 ， 除 了 控制 这 个 基因 ，PcG 蛋白 还 在 控制 
增殖 中 起 到 重要 作用 。Bmil HARRE Ps 的 同 源 物 ， 一 开始 被 发 现 是 原 瘤 基 因 ， 在 
与 myc 联合 作用 时 可 以 诱导 小 鼠 的 淋巴 发 生 (van Lohuizen et al. 1991), Bmi 蛋白 控 
制 细胞 调节 子 pl6mEe 和 p19^ (Jacobs et al. 1999), Bmil 及 其 相关 蛋白 Mel-18 都 是 
INK4c-ARF 位 点 的 负 调 控 因 子 ， 正 常 淋巴 增殖 控制 需要 这 一 位 点 ， 如 果 这 一 细胞 周期 
重要 检验 点 调控 错误 ， 会 影响 小 鼠 的 凋 亡 和 衰老 (Akasaka et al. 2001)。 

哺乳 动物 PcG 蛋白 还 与 经 典 的 表 观 遗传 现象 一 一 X 染色 体 失 活 〈 见 第 17 ED) 有 
L., MEME XX 细胞 中 一 条 义 染 色 体 失 活 ， 伴 随 了 一 系列 染色 质 修 饰 ， 其 中 就 有 PcG E 
白 参与 (Heard 2004) 。 尤 其 是 Eed RE) 同 源 物 Enxl ( 表 11-1)， 在 转录 沉默 相关 
的 组 蛋白 标记 建立 中 起 重要 作用 。 这 个 PRC 临时 结合 到 包 被 有 Xist RNA WX RE 
上 ， 同 时 进行 H3K27 甲 基 化 。 相 反 ，eed 突变 小 鼠 胚 胎 没 有 Enxl HKMT HFR, E 
没有 发 现任 何 H3K27 甲 基 化 。 然 而 如 果 没 有 PRC 组 分 也 不 会 导致 整个 失 活 X 染色体 
的 去 抑制 ， 而 是 染色 体 上 基因 会 出 现 散发 性 的 重新 表达 ， 一 些 细胞 中 与 活性 状态 相 
关 的 表 观 遗传 标记 会 增多 CH3K9ac, H3K4me3). 可 能 是 因为 其 他 部 分 元 余 的 表 观 遗 
传 机 制 能 保证 维持 一 条 失 活 X 染色 体 。 

PRC 蛋白 被 募集 到 失 活 X 染色 体 上 似乎 是 依赖 了 Xis RNA, HF PRC 只 是 短 
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图 11-8 PRC2 调控 哺乳 动物 和 植物 的 细胞 增殖 
(a, D 植物 野生 型 和 mea 突变 的 卵细胞 发 育 而 来 的 胚 。MEA 编码 了 FIS 复合 体 的 一 个 蛋白 来 调控 细胞 增 
殖 。 巨 大 的 mea 胚 比 处 于 相同 发 育 阶 段 《 晚 心 期 ) 的 野生 型 凸 大 很 多 。 突 变 胚 发 育 更 慢 ， 其 层 细胞 的 数量 
大 约 是 野生 型 的 两 倍 。(c，d) 正常 和 癌变 的 前 列 腺 表皮 。 瘤 变 表 皮 的 Ezh2 表达 大 大 增加 〈 抗 Ezh2 抗体 标 
记 )， 因 此 植物 中 ED 功能 的 丧失 和 人 类 EZ 功能 的 过 表达 都 可 以 导致 细胞 增殖 的 缺陷 。(e，f) 对 照 大 
Bi. RING] 过 表达 大 鼠 的 1a 成 纤维 细胞 。RING41 过 表达 导致 其 在 软 琼 脂 中 出 现 不 贴 壁 生长， 这 是 瘤 转化 
细胞 的 典型 特征 。 Ca, b J.-P. Vielle-Calzada and U. Grossniklaus; c, d 经 许可 转 印 自 Kuzmichev et al. 
2005; e, 经 许可 转 印 自 Satijn and Ottel999), 


物 异 常生 长 不 会 导致 癌症 或 死亡 ， 但 仍然 需要 严格 控制 细胞 增殖 来 维持 正常 发 育 。fis 
类 基因 发 生 突变 的 植株 ， 开 花 植 物 的 两 个 受精 产物 ， 胚 和 胚乳 过 度 增殖 ， 导 致 种子 败 育 
(图 11-8) (Grossniklaus et al. 2001; Hsieh et al. 2003; Guitton and Berger 2005), 
clf 和 swn IAB E Cz) 同 源 物 的 双 突 变 体 中 也 观察 到 了 细胞 增殖 的 效果 。 这 些 植 
物 在 萌芽 后 先进 行 了 正常 的 种 子 发 育 ， 但 是 之 后 产生 了 一 堆 增殖 未 分 化 的 组 织 〈 愈 伤 组 
织 )， 而 不 是 叶 CChanvivattana et al. 2004), 

尽管 还 不 知道 PRC2 是 怎么 控制 植物 细胞 增殖 的 ， 但 这 一 过 程 很 可 能 涉及 与 
RBR1 一 一 植物 的 视网膜 母 细 胞 冯 (retinoblastoma, Rb) 蛋白 同 源 物 的 相互 作用 
(Ebel et al. 2004; Mosquna et al，2004)。FIS 类 基因 的 突变 体 不 仅 在 受精 后 的 种 子 发 
育 中 显示 出 扩 增 缺陷， 还 能 在 未 受精 的 胚乳 中 阻止 增殖 。 后 面 的 这 种 表 型 是 ror 突变 
体 也 有 的 ， 这 就 与 Rb 通路 相 联系 了 。 值 得 注意 的 是 哺乳 动物 Rb 通路 和 PRC 之 间 也 
AR (Bracken et al，2003) ， 表 明 动 植物 之 间 有 保守 的 调节 网 络 。 


4.3 维持 干细胞 命运 


于 细胞 在 医疗 中 起 到 越 来 越 重要 的 作用 。 它 们 可 以 为 受 损 组 织 的 复 愈 提 供 前 体 ， 因 
此 是 再 生 医 疗 的 百宝箱 。 我 们 最 了 解 的 是 血细胞 系 中 干细胞 的 身份 和 地 位 ， 因 此 这 个 百 
宝箱 位 于 血细胞 系 也 不 足 为 怪 了 。 

造血 干细胞 (hematopoietic stem cell, HSC) 通过 自身 更 新 来 维持 血细胞 库 ， 同 时 
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产生 子 细胞 ， 分 化 成 淋巴 细胞 ， 髓 细胞 和 红细胞 系 。 成 骨 骨 的 小 生境 为 干细胞 提供 特异 
的 外 界 信号 以 维持 其 命运 。 另 外 ， 细 胞 内 维持 “干细胞 性 ”状态 的 信息 来 源 可 能 依赖 于 
PcG 系统 。 

PRC] 基因 受 影响 的 小 鼠 突 变 体 (如 bmil/mell8, mphl /rae28 及 m33; R 11-1) 
其 造血 系统 有 多 种 缺陷 ， 如 脾 、 胸 腺 中 的 增生 证 〈 即 细胞 扩 增 增加 )，B、T 细胞 减少 ， 
淋巴 前 体 对 细胞 因子 的 增殖 反应 受 损 。Bmi] 、Mel18 在 发 育 不 同 阶段 干细胞 自身 更 新 
中 都 是 需要 的 ， 这 说 明 胚 胎 和 成 体 和 干细胞 之 间 的 靶 基 因 库 有 所 变化 。 

PcG 系统 还 是 神经 干细胞 (neural stem cell, NSC) 中 必需 的 ，przzl 小 鼠 突 变 体 
中 就 有 神经 元 缺陷 (Bruggeman et al. 2005; Zencak et al、2005)。 这 些小 鼠 在 出 生 后 
尤其 缺失 了 脑 神 经 元 ， 说 明 体 内 需要 Bmil 来 进行 NSC 的 更 新 。 如 造血 系统 的 发 现 一 
样 ， 似 乎 胚胎 NSC 的 维持 、 成 体 NSC 的 自我 更 新 也 有 着 不 同 的 PcG 网 络 调控 方式 。 

外 界 信号 如 sonic Hedgehog 蛋白 级 联 信 号 能 调控 NSC 的 Bmil 反应 并 且 保 证 其 增 
殖 或 自我 更 新 的 能 力 (Leung et al. 2004) 。 通 过 分 析 脑 颗粒 神经 元 前 体 细 胞 〈cerebel- 
lar granule neuron progenitors, CGNP) 的 发 育 确 定 了 一 些 控制 PcG 抑制 的 外 部 信和 号 。 
出 生 后 的 增殖 波 是 由 Purkinje 细胞 分 泌 的 信号 因子 Sonichedgehog EA (Shh) 诱导 产 
生 的 。Shh 信和 号 分 支 能 控制 N-Myc 和 Bmil 水 平 (图 11-9) 。 因 此 ，Bmil 缺陷 型 CGNP 
在 Shh 激发 时 的 增殖 反应 也 有 缺陷 。Shh 信号 可 以 最 终 通 过 调控 下 游 Rb 通路 〈 通 过 N- 





小 脑 颗 粒 





干细胞 增殖 或 自我 更 新 途径 


Æ 11-9 Shh 信和 号 维持 脑 前 体 细胞 的 增殖 /自我 更 新 
Shh 信和 号 级 联 作用 调控 了 Rb 通路 和 p53 通路 ， 通 过 Bmil 控制 如 6/p19 扩 增 检验 点 。Smoh BH Shh 
调控 子 Ptch 抑制 ， 使 核 仁 得 到 下 游 信 号 。 信 号 的 一 部 分 诱导 Nemyc, Cyclin Dl, D2 表达 ， 另 一 部 
分 通过 Gli 效应 器 激活 Bmil GA ValkLingbeek et al. 2004). 
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myc 和 Bmil/p16™*) 和 p53 (通过 Bmil/p194"") 通路 来 控制 这 些 干细胞 的 扩 增 。 这 
个 机 制 解释 了 为 何 Shh 信号 的 超 激活 导致 茵 母 细胞 瘤 的 发 展 (Leung et al. 2004), 
HSC 受到 相似 的 ihh 信号 (Indian hedgehog) 控制 途径 的 调控 。NSC 中 Hoxd8、 
Hozxd9, Hoxcd 位 点 的 表达 受 Bmil 的 控制 。 合 适 的 HOX 表达 方式 决定 了 必要 的 干 细 
胞 命运 。 

事实 上 ， 由 于 干细胞 的 细胞 命运 是 确定 的 ， 所 以 PcG 系统 在 有 丝 分 裂 中 保持 这 种 
特定 命运 也 不 足 为 奇 。 未 来 有 意义 的 研究 是 找 出 不 同 干细胞 群 的 PcG 系统 目标 库 ， 了 
解 如 何 干预 这 种 维持 系统 以 人 为 控制 干细胞 命运 的 重 编 程 。 现 在 还 不 清楚 PG 是 否 在 
植物 的 干细胞 维持 中 能 够 起 到 作用 ， 植 物 细胞 是 多 能 的 并 且 有 在 一 定 条 件 下 形成 一 个 新 
植株 的 潜能 ， 能 够 确信 在 这 些 植物 细胞 的 重 编程 过 程 中 有 PcG 的 调节 。 其 实 ， 缺 少 
E(z) 同 源 物 CLF 和 SWN 的 植株 在 萌芽 后 产生 了 一 团 未 分 化 的 细胞 ， 也 表明 PcG 基因 
在 维持 分 化 状态 时 是 需要 的 (Chanvivattana et al. 2004), 
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自从 一 开始 遗传 学 发 现 了 在 第 二 、 三 条 腿 上 有 多 余 性 梳 的 果 蝇 突变 体 以 来 ， 我 们 对 
于 PcG 表 观 遗传 调控 的 理解 有 着 令 人 了 瞩目 的 发 展 。 这 又 促进 了 一 类 新 的 调控 因子 的 发 
现 ， 它 们 为 基础 表 观 遗传 过 程 〈 如 植物 春 化 、 哺 乳 动物 X REAR NRE. BA 
质 结构 及 组 蛋白 的 不 同 修饰 形式 也 大 大 影响 了 遗传 信息 的 控制 。 在 发 育 决 定之 后 ，PcG 
蛋白 直接 参与 产生 表 观 遗传 标记 (如 H3K27me3) 。 同 一 组 蛋白 通过 PRC] 蛋白 的 作用 
“ 读 出 ”《〈 即 显示 出 高 亲 和 性 ) 这 些 表 观 遗 传 标记 并 将 其 翻译 成 一 种 稳定 的 转录 抑制 状 
态 。 在 果 蝇 这 种 模式 生物 中 ， 我 们 对 PcG 复合 体 锚 定 在 PRE 上 的 方式 了 解 相 对 透彻 一 
些 ， 因 为 我 们 知道 了 其 中 哪 一 类 靶 基因 受 长 程 抑 制 。 然 而 迄今 为 止 ， 在 其 他 生物 体 中 没 
有 发 现 PRE。 尽 管 植物 和 准 椎 动物 PcG 蛋白 的 基本 功能 是 一 样 的 ， 但 还 不 清楚 二 者 基 
因 组 的 哪 一 部 分 受到 抑制 ， 还 有 PcG 蛋白 如 何 被 靶 向 其 作用 位 点 的 。 另 外 ， 我 们 需要 
搞 清 楚 这 些 明 显 动态 的 蛋白 组 怎么 通过 化 学 平衡 的 方式 产生 一 种 稳定 的 转录 抑制 状态 。 

PcG 研究 的 其 他 问题 主要 集中 于 抑制 状态 如 何 被 遗传 ， 这 也 是 表 观 遗传 学 的 精 角 
Arte. DNA 复制 和 有 丝 分 裂 中 要 传递 基因 表达 的 状态 需要 什么 样 的 分 子 标记 呢 ? 我 们 
知道 trxG 和 PcG 蛋白 的 联合 作用 可 以 使 基因 表达 维持 一 种 激活 或 沉默 的 状态 ， 那 么 两 
种 状态 是 否 需 要 相应 的 表 观 遗传 标记 传递 到 子 细 胞 ， 还 是 只 需要 一 种 标记 ， 即 可 忽略 其 
他 的 状态 ? 在 分 裂 间 期 ，PcG 和 蛋白 造成 转录 沉默 的 机 制 变 得 越 来 越 清 楚 。 未 来 研究 的 
焦点 在 于 关系 到 基因 表达 状态 的 信息 如 何 通过 DNA 复制 阶段 而 忠实 地 传递 到 有 丝 分 裂 
的 子 细胞 中 。 
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#128 三 胸 蛋 白 家 族 {trxG) 与 转录 调控 


很 多 发 育 的 决定 过 程 ， 包 括 细胞 命运 决定 都 与 早期 胚胎 的 位 置信 息 相 对 应 。 这 些 决 
定 依赖 于 基因 表达 的 变化 ， 使 拥有 相同 遗传 蓝本 的 细胞 得 到 独特 的 喘 份 并 沿 着 不 同 的 途 
径 进 行 发 育 。 葛 定 细胞 命运 决定 基础 的 基因 表达 变化 是 可 以 遗传 的 ， 细 胞 命运 一 旦 决 
定 ， 即 使 细胞 分 裂 了 很 多 代 ， 发 育 了 很 长 时 间 也 很 少 变化 。 了 解 细胞 确定 状态 是 如 何 维 
持 的 是 发 育 生 物 学 家 和 分 子 生 物 学 家 长 期 以 来 的 一 个 目标 。 

在 研究 果 蝇 同 源 异 型 (Hor) 基因 时 ， 人 们 发 现 了 很 多 调控 蛋白 与 维持 可 遗传 的 基 
因 表达 状态 相关 。 五 oz 基因 编码 同 源 盒 转录 因子 ， 这 些 因子 可 以 调控 下 游 一 组 目标 基 
因 的 转录 ， 这 反 过 来 又 决定 了 体 节 的 特异 性 标志 〈Gellon and McGinnis 1998) RH) 
Hor 基因 存在 于 两 个 基因 家 族 复合 物 中 : 即 触角 足 - 复 合 物 (Antennapedia complex, 
ANT-C) 及 双 胸 -复合 物 〈Bithorax，BX-C) 。 其 中 前 者 包括 Hor 家 族 之 /ap 、DJC、Scr 
Al Antp 基因 ; 后 者 包括 Hor 家 族 之 Ubz, abdA WR AbdB 基因 (Duncan 1987; 
Kaufman et al. 1990) 。 每 个 Hox 基因 都 决定 了 成 为 发 育 中 果 蝇 一 个 特定 体 节 或 前 后 轴 
沿线 体 节 组 。 例 如 ，Anip 决定 了 形成 第 二 胸 节 ， 包 括 翅膀 后 的 平衡 大 官 。 因 此 Hor 基 
因 编 码 的 转录 因子 就 起 到 主 控 开 关 的 功能 ， 可 以 直接 转向 发 育 中 的 可 选 途径 。 

Hor 基因 的 转录 必须 得 到 精确 的 调控 ， 因 为 如 果 它 们 不 适当 表达 会 导致 细胞 命运 
剧烈 的 改变 (Simon 1995; Simon and Tamkun 2002) 。 如 头 节 Antp 受 抑制 会 使 触角 转 
化 为 腿 ， 而 胸 节 Ube 失 活 则 导致 平衡 器 官 成 为 翅膀 。 果 蝇 Hox 转录 的 初始 状态 是 在 胚 
胎 形 成 早期 由 分 节 基 因 编 码 的 转录 因子 建立 的 。 裂 缺 基 因 Ce p gene) 、 配 对 规则 基因 
(pair-rule gene) 以 及 体 节 极 性 基因 (segment polarity gene’ 等 分 节 基 因 编 码 的 蛋白 ， 
将 早期 胚胎 分 为 14 个 相同 的 体 节 ， 这 些 蛋 白 还 建立 起 Hor 转录 的 初始 状态 ， 这 也 是 体 
节 向 具有 不 同 标识 、 形 态 阶段 发 育 的 第 一 步 。 受 体 节 限 制 的 Hor 转录 形式 建立 起 来 之 
后 就 必须 在 随后 的 胚胎 期 、 幼 虫 期 和 成 晴 期 一 直 维 持 下 去 ， 这 样 才 能 维持 各 体 节 的 标 
志 。 由 于 大 多 数 分 节 基 因 只 在 早期 发 育 中 短暂 表达 ， 因 此 这 项 维持 功能 由 另外 两 组 调控 
蛋白 完成 一 一 抑制 蛋白 PG 以 及 转录 调控 子 TrxG (12-1). X, Hox 的 转录 调控 
至 少 包含 (由 分 节 基 因 ) 建立 和 (由 PcG、TrxG 基因 ) 维持 两 个 不 同 阶段 (图 12-2). 

E trx, ashl, ash2 和 fsh 在 内 的 trxG 成 员 最 初 在 与 Hor 功能 失 活 突 变 〈 表 型 ) 
相似 的 突变 中 发 现 (图 12-3) (Kennison 1995)。 例 如 ，trzx (trxG 家 族 竟 基 性 成 员 ) R 
变 引 起 平衡 棱 部 分 形成 翅膀 (Ube 转录 减少 造成 ); 前 足 转化 为 中 足 (Ser 转录 减少 造 
成 ); 以 及 后 腹 节 具有 更 多 前 部 特征 (ab4A 和 AbdB 转录 减少 造成 )。 其 他 大 量 trxG 成 
员 是 在 筛选 Pc [Su (Pc)] 突变 的 基因 外 抑制 子 时 发 现 的 (Kennison and Tamkun 
1988) 。 这 些 遗 传 筛选 背后 的 推理 是 这 样 的 ， PcG 抑制 子 表达 水 平 减少 了 ， 则 作为 补 
偿 ， 维 持 活 性 状态 的 蛋白 水 平 应 当下 降 (图 12-4). brm 和 大 量 其 他 Su (Pc) MARE 
由 此 方法 找到 的 ， 这 也 使 trxG 成 员 的 总 数 超过 了 16 个 ( 表 12-1)。 许 多 其 他 蛋白 也 被 
划分 为 trxG 家 族 ， 这 是 由 于 标准 不 严格 产生 的 ， 这 些 标准 包括 与 已 知 trxG 蛋白 序列 同 
源 ， 与 trxG 蛋白 有 物理 上 的 联系 ， 在 体内 外 对 Hox 转录 的 效应 和 生化 活性 等 。 
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图 12-3 FHR trxG 基因 突变 致 发 育 中 细胞 命运 改变 举例 
Ca) 野生 型 果 蝇 前 足 。 箭 头 所 示 为 前 足 特 有 的 性 梳 。(b) Scr 转录 减少 导致 kis 基因 将 前 足 部 分 转化 为 中 足 ， 虽 
然 转化 不 完全 ， 但 已 经 表现 出 性 梳 齿 数量 减少 〈 箭 头 所 示 )。(c) Ubr 转录 减少 导致 mor 基因 将 平衡 器 官 部 分 地 
转化 为 翅膀 (LER). (d ApdB 表达 减少 导致 第 五 腹 节 kis 基因 使 部 分 组 织 〈 箭 头 所 示 ) 转化 ， 更 具有 腹 
部 前 节 特 征 ， 具 体 表 现 为 此 体 节 失去 了 特征 性 深 色 斑点 。(a、b、d， 经 许可 转 印 目 Daubresse et al. 1999). 
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图 12-4 trxG 基因 突变 阻 断 了 PcG 突变 体 中 Hox 基因 的 去 抑制 
(a) 腿 成 虫 盘 经 Hor 基因 Se 蛋白 抗体 标记 后 ， 显 示 出 第 一 胸 节 AEO MERRIE. b) 野生 型 、 突 变 
体 成 虫 腿 的 基 团 节 。 注 意 野 生 型 成 虫 只 有 前 足 有 性 梳 ， 而 中 后 足 都 没有 。PeG 基因 杂 合 突变 体 第 二 三 腿 节 的 
Scr 基因 去 抑制 ， 导 致 中 后 足 出 现 了 异 位 的 性 杭 ， 而 正常 情况 下 其 中 的 Scr 基因 是 沉默 的 。brm 及 许多 其 他 
trxG 基因 突变 可 以 抑制 以 上 表 型 (a， 经 许可 转 印 自 Tamkun et al. 1992 [© Elsevier]; b, 经 许可 转 印 自 Kenni- 
son 2003 [© Elsevier], ABH). | 





# 12-1 trxG 和 蛋白 的 生化 功能 


一 一 aaaeeeaa 


已 知 功能 物种 是 否 与 非 trxG 蛋白 
RR 人 类 酵母 形成 复合 体 ? 
ATP 依赖 的 BRM BRG1/HBRM Swi2/Snf2,Sthi 是 (5 一 10)a 
KEREM OSA BAF250 Swil ,Adr6 是 (5~10) 
MOR BAF155, BAF170 Swi3, Rsc8 是 (5 一 10) 
SNRI1 hSNFSVINI] Snf5, Sfhi 是 (5~10) 
Kismet(KIS) CHD7 一 未 知 
组 蛋白 甲 基 转移 酶 .Trithorax(TRX) MLLI, MLL2, hSETI Set] 是 (5~20) 
nO Absent, small or LASHI | B 未 知 
homeotici (ASH1) 
调节 亚 基 Kohtalo( KTO) TRAP230 Srb8 是 (13~24) 
Skuld( SKD) TRAP240 Srb9 是 (13 一 24) 
转录 因子 Trithorax-like(TRL) BTBDI4B 一 否 
生长 因子 受 体 Breathless(BTL) FGFR3 一 未 知 
其 他 Sallimus(SLS) Titin 未 知 
ASH2 hASH2L> Bre2 是 (5 一 20) 


a 在 一 个 复合 体 BRM, OSA, MOR 和 SNR] 四 者 之 间 都 形成 稳定 的 相互 作用 。 
b 与 ASH2 序列 相似 性 较 低 。 


1.1 鉴定 维持 细胞 特定 状态 所 需 基因 


数 十 年 来 ， 果 蝇 PcG、trxG 蛋白 都 因为 在 维持 细胞 命运 中 有 作用 而 受到 广泛 深入 
地 研究 。 前 面 一 章 已 经 讨论 过 ， 多 数 PcG 基因 都 是 由 导致 同 源 异 型 转化 的 突变 而 发 现 
的 ， 这 些 突变 使 Hor 转录 抑制 状态 被 打破 。 一 个 经 典 的 PcG 突变 表 型 是 中 足 、 后 足 
转化 为 前 足 。 这 个 同 源 异型 转化 是 由 ANT-C 基因 Se 去 抑制 而 形成 ， 表 现 为 前 足 上 
刚毛 〈 即 性 梳 齿 》 出 现在 中 足 、 后 足 上 。 这 个 “多 聚 梳 ” 或 “多 余 性 梳 ” 的 表 型 以 
及 其 他 Hox 转录 抑制 没 能 维持 导致 的 同 源 异 型 转化 使 人 们 在 果 蝇 中 发 现 了 数 十 个 
PcG 基因 。 多 数 PcG 基因 编码 两 个 转录 抑制 相关 复合 体 的 亚 基 ， 这 两 个 复合 体 分 别 
为 Polycomb 抑制 复合 物 (Polycomb repressive complex, PRC) 1 和 PRC2 (Levine et al. 
2004) 。 通 过 被 称 作 Polycomb 应 答 元 件 (Polycomb-response element, PRE) 的 顺 式 调控 元 
ff, PRC1 和 PRC2 被 靶 向 Hor 及 其 他 启动 子 附近 。 大 量 证 据 显 示 PcG 复合 体 通过 调控 染 
色 质 结构 从 而 抑制 转录 (Francis and Kingston 2001; Ringrose and Paro 2004) 。 

trxG 家 族 成 员 之 间 功 能 性 关系 以 及 trxG 功能 维持 细胞 命运 的 机 理 非常 复杂 。 一 个 
和 蛋白质 维持 同 源 异 型 基因 (trxG 和 蛋白 的 遗传 学 定义 恰当 的 高 水 平 表 达 ， 可 能 有 很 多 
种 机 制 ， 可 以 不 必 仅 仅 作为 转录 激活 因子 或 进行 表 观 遗 传 控制 的 蛋白 。 除 了 可 以 直接 激 
活 转录 之 外 ，trxG 起 作用 还 可 能 通过 以 下 方式 : 提高 直接 起 作用 的 激活 因子 的 功能 ; 
阻 断 PcG 抑制 子 的 功能 以 及 创造 一 个 染色 质 的 “开放 ”状态 ， 这 样 便 促 进 数量 众多 的 
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其 他 调控 复合 体 发 挥 作用 。 此 外 ， 还 有 下 面 将 要 讨论 的 情况 ， 一 些 trxG 蛋白 在 有 些 激 
活 相 关 以 及 另 一 些 抑制 相关 基因 上 都 能 以 复杂 机 制 发 挥 作 用 。 

两 个 简明 的 例子 就 可 以 解释 trxG 蛋白 可 能 起 到 的 作用 有 多 复杂 。 人 们 认为 ATP 
依赖 的 染色 质 重 塑 复合 体能 提高 序列 特异 性 DNA 结合 蛋白 结合 到 染色 质 上 的 能 力 ， 
这 些 复合 体 之 一 就 含有 trxG 蛋白 BRM 和 MOR。 这 种 ATP 依赖 的 染色 质 重 塑 复合 体 
是 否 因此 能 通过 提高 激活 子 和 抑制 子 二 者 结合 上 DNA 的 效率 而 既 促 进 基 因 激 活 又 促 
进 基 因 抑 制 ， 这 个 问题 尚未 解决 。 其 他 相关 研究 提出 了 一 种 假说 ， 一 些 trxG 复合 体 
可 能 主要 通过 阻 断 PcG 抑制 子 复 合体 作用 发 挥 功 能 ， 这 种 情况 下 的 PeG 蛋白 抑制 作 
用 是 缺 省 状态 。 因 此 ， 在 后 面 的 例子 可 以 看 到 ， 一 些 trxG 蛋白 维持 活性 状态 反应 了 
一 种 间接 的 作用 ， 而 不 是 直接 发 挥 功能 。 至 于 它们 需要 何 种 机 制 来 维持 决定 细胞 命 
运 的 主 控 基因 处 于 适当 的 表达 水 平 ，trxG 家 族 进 化 上 以 及 各 蛋白 成 员 功 能 的 保守 性 
能 给 出 一 些 答案 。 


12 ”其 他 物种 中 trxG BA 


在 包括 人 类 在 内 的 哺乳 动物 中 能 找到 几乎 所 有 果 蝇 trxG 蛋白 的 功能 对 等 物 
( 表 12-1) 。 遗 传 学 以 及 生物 化 学 的 研究 显示 了 果 蝇 和 哺乳 动物 蛋白 在 基因 表达 和 发 育 
中 有 很 高 的 功能 保守 性 。 果 蝇 trx 在 哺乳 动物 中 的 同 源 物 一 一 MLL 蛋白 是 trxG BAW 
能 保守 性 的 一 个 好 例子 。MZLL 突变 会 使 Hox 基因 的 激活 状态 不 能 维持 而 导致 小 鼠 中 轴 
骨 产 生 同 源 异 型 转化 〈Yu et al. 1995, 1998), MLL 和 trx 都 起 着 组 蛋白 赖 氨 酸 甲 基 转 
移 酶 (histone lysine methyltransferase，HKMT) 的 作用 ， 人 类 MLL 蛋白 能 部 分 弥补 
采 蝇 trz 功能 缺失 造成 的 发 育 缺 陷 ， 这 是 二 者 功能 同 源 性 的 直接 证 据 〈Muyrers-Chen 
et al，2004) 。 这 样 ， 在 进化 过 程 中 维持 确定 状态 的 机 制 也 是 高 度 保守 的 。 

癌症 和 其 他 疾病 都 可 能 由 可 遗传 的 基因 表达 状态 维持 不 力 造 成 ， 因 此 人 类 许多 
PcG, trxG 基因 是 原 瘤 基因 或 肿瘤 抑制 基因 这 一 点 也 就 不 足 为 怪 了 。 例 如 ，11q23 染色 
体 易 位 与 急性 淋巴 细胞 性 白血病 (acute lymphoblastic leikemia，ALL) 、 急 性 做 细胞 白 
Ú (acute myeloid leukemia, AML) 的 相关 性 使 得 人 trxG 基因 MEL 被 发 现 。 其 他 
哺乳 动物 trxG 基因 也 与 多 种 癌症 相关 ( 详 见 第 23 章 )。 例 如 ， 人 的 BRGI ÆR brm 
对 等 物 ， 该 蛋 日 与 视网膜 母 细 胞 瘤 肿 瘤 换 制 蛋 白 有 物理 上 的 作用 ， 这 种 作用 大 被 破坏 则 
在 特定 人 类 肿瘤 细胞 系 中 会 出 现 细 胞 分 裂 增 加 以 及 恶性 转化 的 后 果 (Dunaief et al. 
1994; Strober et al. 1996) 。 与 BRG1 在 肿瘤 抑制 中 的 作用 相 一 致 ， 该 基因 杂 合 的 突变 
小 鼠 容 易 发 生 多 种 肿瘤 (Bultman et al. 2000), A INI ERI trxG 基因 一 一 SNF5 
相关 基因 1 (SNF5-related genel, SNRI) 对 等 物 ， 如 果 发 生 突变 也 预示 着 这 些 个 体 之 
Jn EGE, TORRE OLE RZ AWARE) 中 大 都 发 现 有 这 
种 情况 (Versteege et al. 1998) 。trxG 重 日 与 人 类 疾病 的 诸多 联系 也 是 研究 者 了 解 其 作 
用 机 理 的 为 一 个 动机 来 源 。 


13 真 核 转 录 中 trxG 蛋白 具有 的 多 样 化 功能 
trxG 家 族 中 激活 因子 是 一 大 类 调控 和 蛋白， 它们 有 多 种 多 样 的 功能 。 这 也 反应 出 真 


表 观 遗传 学 


核 转 录 的 复杂 性 ， 基 因 特 异性 转录 激活 子 之 间 受 高 度 调控 的 相互 作用 、 通 用 转录 装置 中 
众多 成 分 以 及 被 转录 的 DNA 模板 都 是 这 一 复杂 转录 过 程 的 组 成 部 分 。 转 录 激 活 是 这 样 
进行 的 ， 序 列 特 异性 激活 蛋白 结合 到 特定 序列 后 ， 募 集 通 用 转录 装置 ，RNA RAM I 
结合 到 启动 子 上 形成 前 起 始 复合 物 ， 启 动 子 附近 的 DNA 螺旋 打开 ， 接 着 RNA RAN 
从 启动 子 处 有 效 分 离 并 起 始 了 整个 基因 的 有 效 延 伸 。 

维持 活性 转录 状态 可 能 涉及 这 么 多 激活 所 需 步 又 中 的 任何 一 个 ， 因 为 对 于 任何 特定 
基因 ， 每 个 步骤 都 可 能 成 为 限 速 步 又。 真 核 DNA 包装 成 染色 质 更 是 让 trxG 蛋白 可 以 
在 为 一 个 层次 上 起 作用 。 核 小 体 和 其 他 染色 体 组 分 都 倾向 于 阻止 通用 和 基因 特异 转录 因 
Faia DNA, FME RNA 聚合 酶 地 延伸 作用 。 染 色 质 结构 的 改变 一 一 包括 核 小 体位 
置 方向 和 结构 的 改变 一 一 几乎 能 影响 转录 中 的 每 一 步 。 

转录 所 需 和 蛋白 质 都 是 维持 活性 状态 需要 的 。 实 际 上 ， 一 些 trxG 蛋白 起 到 一 些 相对 
通用 的 作用 ， 而 不 仅仅 专属 于 维持 特定 状态 。 其 他 trxG 蛋白 的 作用 则 可 能 在 此 过 程 中 
非常 特异 ， 可 能 直接 反作用 于 PcG 抑制 或 通过 DNA 复制 和 有 丝 分 裂 来 维持 可 遗传 的 基 
因 活 牙 状 态 。 对 于 发 育 生物 学 家 来 说 ， 后 一 类 trxG 蛋白 尤其 具有 了 吸引 力 。 








2. wE 与 染色 质 


遗传 学 研究 表明 ，trxG 基因 在 转录 和 发 育 中 有 关键 作用 ， 这 也 激发 了 人 们 更 加 努 
力 地 去 了 解 trxG 基因 产物 的 生化 功能 。 有 一 个 假说 认为 染色 质 将 成 为 trxG 蛋白 生物 学 
上 相关 底 物 ， 许 多 研究 都 以 此 为 理论 基础 。 所 有 基因 都 被 包装 进 染 色 质 ， 这 样 便 形 成 了 
一 种 致密 封闭 状态 ， 也 可 以 变 成 开放 状态 。 人 们 相信 这 两 种 状态 都 是 可 以 遗传 的 ， 这 些 
想法 成 就 了 一 个 简单 的 假说 trxG 重 日 可 能 调节 染色 质 结构 而 影响 转录 调控 。 进 一 
步 对 trxG 基因 进行 克隆 和 测序 后 发 现 它 们 的 一 些 产物 与 ATP 依赖 的 染色 质 重 塑 相关 ， 
有 的 与 其 他 物种 的 核 小 体 组 蛋白 共 价 修饰 有 关 ， 这 里 面包 括 酵 母 。 因 此 ， 尽 管 酵母 没有 
Hox 基因 和 PcG 抑制 因子 ， 这 种 生物 仍然 能 为 了 解 trxG 蛋白 在 真 核 转录 中 可 能 起 到 的 
作用 提供 重要 线索 。 

第 一 个 将 trxG 与 染色 体 相 联系 的 是 发 现 果 蝇 trxG 基因 brm 与 酵母 SWI2/SNF2 基 
因 高 度 相 关 (Tamkun et al，1992)。SWI2/SNF2. 是 在 筛选 与 接合 型 转换 〈sroitcj 
[swi 以 及 芒 糖 非 发 酵 基 因 (sucrose-nonfermenting|snf |) 相关 基因 时 发 现 的 ， 随 后 
又 发 现 很 多 诱导 型 酵母 基因 的 激活 也 需要 它 (Holstege et al. 1998; Sudarsanam et al. 
2000), swi2/snf2 基因 突变 体 中 会 有 转录 缺陷 ， 而 核 小 体 组 蛋白 突变 则 抑制 了 这 种 缺 
陷 表 型 ， 这 个 早期 发 现 最 早 提出 了 SWI2/SNF2 可 能 通过 对 抗 染 色 质 抑制 而 激活 转录 
(Kruger et al. 1995), 20 世纪 90 年 代 初 的 生化 研究 肯定 了 这 个 假说 ; SWI2/SNF2 和 
其 他 许多 在 swi2/snf2 租 选 中 发 现 的 蛋白 一 样 ， 都 在 一 个 大 的 蛋白 复合 体 (SWI/SNF) 
中 作为 亚 基 起 作用 ， 这 个 复合 体 使 用 ATP 水 解 的 能 量 提 高 蛋白 质 与 核 小 体 DNA 的 结 
HEA] (Cote et al. 1994; Imbalzano et al. 1994; Kwon et al. 1994)。SWI2/SNF2 是 
一 个 起 ATP 酶 作用 的 亚 基 ， 相 当 于 这 个 染色 质 重 塑 机 器 的 “发 动机 ”;，SWILSNF 复合 
体 的 其 他 亚 基 则 是 调节 其 与 调控 蛋白 或 染色 质 底 物 间 相互 作用 的 (Phelan et al. 1999), 
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trxG AA TRX 和 ASHI1 中 都 含有 SET 结构 域 ， 这 样 预示 着 trxG 和 染色 质 的 另 一 
个 联系 。 最 初 称 有 与 Su(var) 3-9, zeste 基因 增强 子 (Enhancer of zeste, E(z)) 和 
TRX EA OSMENDA PcG 和 trxG 成 员 ) 同 源 的 一 串 氨 基 酸 序列 的 结构 为 SET 
结构 域 ，20 世纪 90 年 代 末 又 发 现 SET RIK AEA HKMT 活性 。Su(var) 3-9 使 
H3K9 甲 基 化 ， 而 EC) 甲 基 化 H3K27(Rea et al. 2000; Levine et al. 2004; Ringrose 
and Paro 2004) 。 其 他 章节 也 讨论 过 ，H3K9 甲 基 化 促进 异 染 色 质 组 装 ， 而 H3K27 甲 基 
化 在 PcG 抑制 中 需要 详情 分 别 见 第 5、11 章 ) 。trxG 蛋白 的 SET 结构 域 瞳 示 了 组 蛋 
百 尾 巴 甲 基 化 对 维持 活性 状态 可 能 很 重要 。 | 

有 了 这 些 发 现 ， 而 且 人 们 也 越 来 越 意识 到 染色 质 重 塑 、 修 饰 的 酶 在 转录 激活 中 扮演 
关键 角色 ， 这 促使 生物 化 学 家 去 寻找 含有 trxG 蛋白 的 蛋白 复合 体 ， 并 且 检 验 在 体外 这 
些 复 合体 对 染色 质 结构 上 的 效应 。 其 他 实验 测试 了 另 一 个 影响 调控 的 方法 是 否 成 立 ， 即 
trxG 和 蛋 日 能 否 直接 与 转录 机 器 作用 。 如 下 所 述 ， 这 些 研 究 揭示 了 trxG 蛋白 影响 调控 的 
方式 ， 一 些 可 以 修饰 染色 质 结构 ， 另 一 些 则 与 转录 机 器 组 分 直接 发 生 作用 。 


2.1 trxG SAE ATP 依赖 的 染色 质 重 塑 中 起 作用 


很 多 生物 学 过 程 都 涉及 染色 质 重 塑 复合 体 的 作用 ， 包 括 转录 抑制 和 激活 、 染 色 质 组 
装 、 染 色 质 结构 更 高 级 调控 及 细胞 分 化 。 染 色 质 重 塑 中 研究 最 深入 的 trxG 蛋白 是 BRM 
及 其 人 类 的 对 等 物 一 一 BRG1 和 HBRM。 和 预想 的 一 样 ， 这 些 和 蛋白 也 作为 ATP 酶 亚 基 
在 与 SWI/SNF 高 度 相 关 的 复合 体 中 起 作用 (Kwon et al. 1994; Wang et al. 1996), 
SWI/SNF 复合 体 含有 8 一 15 个 亚 基 ， 而 且 在 进化 中 高 度 保守 〔〈 图 12-5) 。 这 些 复合 体 
中 每 一 个 的 ATP 酶 都 能 作为 独立 的 亚 基 起 作用 。 因 为 ATP 酶 结构 域 与 真正 解 旋 酶 很 
相似 ， 因 此 ， 这 个 蛋白 家 族长 期 被 认为 含有 “ 解 旋 酶 ”结构 域 ， 但 实际 上 BRM HRE 
百 从 来 没 显示 过 解 旋 酶 活性 ， 而 似乎 用 其 他 机 制 如 引起 沿 DNA 的 易 位 来 影响 染色 质 结 
构 变 化 (Whitehouse et al. 2003; Saha et al，2005) 。 在 这 次 筛选 中 还 发 现 了 另 一 个 trxG 
基因 ，7zozra(zzor) ， 它 编码 了 果 蝇 这 个 ATP 依赖 的 染色 质 重 塑 复 合 物 的 另 一 个 关键 成 员 ， 
而 BRM 和 MOR 同 源 物 直接 作用 形成 人 类 SWI/SNF 的 功能 核心 (Phelan et al. 1999), 

SWI/SNF 和 其 他 染色 质 重 塑 复合 体 都 使 用 ATP 水 解 的 能 量 来 改变 核 小 体 的 结构 
或 位 置 方向 。 一 般 情 况 下 转录 因子 和 其 他 调控 蛋白 在 组 蛋白 阻挡 下 不 能 靠近 DNA FP 
列 ， 染 色 质 重 塑 复 合体 却 能 催化 染色 质 结构 改变 所 需 的 ATP 依赖 过 程 而 使 它们 接近 目 
标 序列 (Polach and Widom 1995; Logie and Peterson 1997)。 使 蛋白 接近 特异 位 点 有 
PERN, ARRAY DNA“ 滑 行 ”后 该 位 点 进入 连接 区 域 ;, 使 DNA 从 组 蛋白 
ABR LAGE; 更 不 可 思议 的 是 将 整个 组 蛋白 八 聚 体 赶 到 核 内 的 其 他 区 域 (图 12-6). 
ATP 依赖 的 染色 质 重 塑 还 能 导致 核 小 体 沿 一 段 DNA 序列 的 位 置 变化 ， 核 小 体 间 隔 改 
变 以 及 组 蛋 日 交换 进出 核 小 体 核 心 组 香 白 八 聚 体 。 在 发 挥 每 一 个 功能 时 ， 不 同 重 塑 
复合 体 都 显 出 不 同 喜好 性 。 | 

更 高 等 的 真 核 生物 中 SWI/SNF 复合 体 也 大 量 存在 ， 如 哺乳 动物 细胞 核 内 就 有 大 约 
25 0004+ SWI/SNF 复合 体 的 拷贝 。 生 物化 学 分 析 说 明 ， 与 其 他 ATP 依赖 的 染色 质 重 
塑 复合 体 相 比 ，SWI/LSNE 复合 体能 使 蛋白 接近 极 多 核 小 体位 点 (Fan et al. 2003), i 
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a. 核 小 体 滑行 b. 组 蛋白 替换 









c. 核 小 体 移出 d. 改 变 的 核 小 体 结构 

图 12-6 ATP 依赖 的 染色 质 重 塑 机 制 
通过 显示 核 小 体 与 包 训 的 DNA 的 相对 位 置 或 组 成 变化 说 明 染 色 质 重 塑 模型 。 中 间 板 块 是 一 个 初始 染色 质 区 
域 ， 黄 色 表 示 连 接 DNA， 红 色 表 示 核 小 体 DNA。 (a) 核 小 体 在 翻译 中 沿 着 DNA 滑行 ， 本 来 闭合 的 区 域 (T 
fi) 就 暴露 出 来 ; 〈b》 组 蛋白 变异 体 取 代 了 正常 组 蛋白 ， 形 成 变异 核 小 体 ; 0 核 小 体 移出 后 空 出 一 大 段 
DNA。 这 个 机 制 可 能 依赖 于 其 他 蛋白 ， 如 组 蛋白 伴侣 或 DNA 结合 因子 ， 还 有 重 塑 蛋白 ; (d〉 核 小 体 表 面 空 出 
一 个 环 。SWI/SNF 家 族 的 重 塑 者 可 能 用 了 不 同 机 制 使 核 小 体 中 心 位 点 开放 ， 如 在 核 小 体 表面 形成 稳定 的 
DNA 环 。 


作用 重点 。 酵 母 中 微 阵列 分 析 证 明 SWI/SNF 复合 体 不 仅 能 促进 激活 ， 还 能 促使 一 些 基 
因 的 抑制 (Sudarsanam et al. 2000), | | | 

一 个 简单 的 假说 可 以 解释 它们 在 体内 如 此 宽泛 的 功能 ， 这 些 重 塑 体 改 变 核 小 体 结构 
并 因此 促进 很 多 种 调控 因子 和 复合 体 的 结合 及 发 挥 功能 。 如 此 ， 在 体外 发 现 的 重 塑 潜质 
可 能 反映 了 它们 在 体内 大 量 使 调控 蛋白 接近 目标 的 能 力 。SWI/SNF 复合 体 可 能 是 仅 有 
能 够 广泛 创造 通道 的 复合 体 ， 也 正 因此 其 在 维持 活性 状态 中 很 重要 。 

每 个 研究 的 物种 都 有 至 少 两 个 不 同 的 SWISNF 复合 体 ， 它 们 都 含有 BRM 或 高 度 
相关 地 染色 体重 塑 ATP 酶 。 另 一 种 trxG 蛋白 ，OSA， 是 这 些 复 合体 间 的 不 同 处 ， 一 
类 复合 体 含有 OSA 而 另 一 类 进化 保守 的 复合 体 含有 多 聚 bromo 结构 域 蛋 白 〈 图 12-6) 
(Mohrmann and Verrijzer 2005), OSA 的 生 慈 功能 还 不 明确 ， 但 有 可 能 它 将 所 在 的 
SWI/SNF 复合 体 靶 向 到 一 套 特定 基因 上 ， 这 个 可 能 性 很 具 吸 引力 。 

SWI/SNF 并 不 是 真 核 细 胞 中 仅 有 的 染色 质 重 塑 因 子 ，NURE、NURD、ACF 和 
CHRAC 等 其 他 几 十 个 不 同 的 染色 质 重 塑 复 合体 也 已 经 被 发 现 (Vignali et al，2000) 。 


这 些 复合 体 可 以 根据 其 ATP 酶 特征 被 分 为 几 个 主要 组 群 。SWI/SNF 复合 体 含有 与 
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SWI2/SNF2 相关 的 ATP 酶 ; ISWI 复 合体 (如 NURF、NURD 和 ACF) 含有 与 Imita- 
tion SWICISWI) 相关 的 ATP 酶 ; 而 CHD 复合 体 (如 NURD) 所 含 ATP 酶 则 与 
CHD1 及 Mi2 相关 。 

近期 的 研究 指出 了 果 蝇 CHD 染色 质 重 塑 因 子 家 族 的 一 个 成 员 一 -kismet 
(kis) 一 一 在 维持 活性 状态 中 有 作用 。 像 6rm、mor Mosa 一 样 ，kis 也 是 在 一 次 盘查 Pc 
的 基因 抑制 子 时 发 现 的 ， 暗 示 着 它 可 能 起 到 PcG 蛋白 持 抗 物 的 作用 ， 维 持 Hor 转录 的 
活性 状态 的 ‘(Kennison and Tamkun 1988) 。 遗 传 学 研究 发 现 kis 在 果 蝇 发育 的 分 节 期 
和 Hox 转录 维持 中 都 是 必须 的 〈Daubresse et al. 1999), Xf kis 的 分 子 生物 学 分 析 发 现 
它 编 码 了 寿 干 个 大 蛋白 ， 包 括 一 个 约 575 kD 的 异 构 体 〈KIS-L) ， 它 含有 一 个 以 染色 质 
重 塑 因子 为 特征 的 ATP 酶 结构 域 (Daubresse et al. 1999; Therrien et al. 2000), 
ATP 酶 结构 域外 的 保守 区 域 (包括 bromo 结构 域 和 染色 质 结 构 域 ) 通过 协调 它 与 核 小 
体 或 其 他 蛋 蝗 质 的 相互 作用 ， 产 生 功 能 上 的 特异 性 。BRM 和 SWI/SNF 复合 体 的 其 他 
ATP 酶 亚 基 都 含有 单个 bromo 结构 域 (与 特定 乙酰 化 组 蛋白 相 结 合 的 蛋白 域 );， 而 
KIS-L 有 两 个 染色 质 结 构 域 〈 与 特定 甲 基 化 组 蛋白 相 结合 的 蛋白 域 )， 因 此 更 类 似 于 
Mi2 和 染色 质 重 塑 因子 CHD 家 族 的 其 他 成 员 。 尽 管 很 难 对 KIS-L ( 约 575 kD) 这 个 大 
分 子 蛋白 进行 生物 化 学 分 析 ， 但 其 序列 强烈 暗示 了 它 可 能 通过 重 塑 染 色 质 激活 转录 。 

KIS-L 5 BRM 没有 结合 且 在 色谱 分 析 上 看 它 更 像 是 位 于 另 一 个 复合 物 中 (Sriniva- 
san et al，2005)。 这 两 个 蛋白 却 在 多 线 染色 体 上 与 彼此 又 与 RNA RABI ARES, 
这 又 暗示 了 二 者 在 转录 上 都 起 到 了 相对 通用 的 作用 (图 12-7) (Armstrong et al. 2002; 
Srinivasan et al. 2005), BRM 功能 缺失 在 转录 中 阻 断 一 个 较 早 的 阶段 (Armstrong et 
al. 2002), iff KIS-L 功能 缺失 导致 处 于 延伸 阶段 的 RNA 聚合 酶 工 水 平 减少 ， 而 不 是 起 
始 阶 段 的 水 平 (Srinivasah et al，2005)。 这 些 发 现 暗 示 了 BRM 和 KIS-L 通过 ATP tk 









图 12-7 trxG 蛋白 在 染色 质 上 的 分 布 情况 
对 果 蝇 唾 腺 多 线 染 色 体 的 BRM (a) 或 TRX (b) 进行 抗体 染色 可 以 检验 trzG 在 基因 组 范围 的 
分 布 。BRM 所 在 的 数 百 个 位 点 与 RNA 聚合 酶 下 有 极 高 的 重合 性 ， 这 与 在 转录 激活 中 相对 通用 
的 作用 相 一 致 。 相 反 ，TRX 只 在 多 线 染色 体 上 相对 较 少 的 位 点 有 信号 。 
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赖 的 核 小 体 结构 、 间 距 的 改变 来 促进 RNA 聚合 酶 开 转 录 的 不 同 阶段 。 

未 来 研究 的 一 个 重要 问题 关系 到 ATP 依赖 的 重 塑 在 维持 活性 状态 中 所 起 的 作用 。 
有 意思 的 是 四 个 trxG 成 员 有 三 个 (BRM, KIS 和 OSA) 已 知 是 ATP 依赖 染色 质 重 朔 
大 复合 体 的 成 员 ， 另 一 个 〈KIS) 也 被 认为 是 其 成 员 ， 但 其 他 众多 ATP 依赖 染色 质 重 
塑 复合 体 中 并 没有 筛 查 到 果 蝇 trxG 蛋白 。 对 此 有 两 个 主导 的 假说 ， 二 者 并 不 互 斥 ， 一 
个 认为 BRM 和 KIS 染色 质 重 塑 复合 体 靶 向 发 育 进 程 中 重要 基因 ; 另 一 个 认为 它们 有 维 
持 过 程 中 所 需 的 专门 的 重 塑 特性 。 因 此 ， 可 能 所 有 活性 状态 都 需要 通用 的 ATP 依赖 重 
塑 功 能 ， 而 发 育 中 重要 基因 活性 状态 的 维持 碰巧 需要 这 些 靶 向 这 些 基 因 的 trxG 成 员 ， 
也 可 能 是 这 种 维持 需要 特异 的 ATP 依赖 功能 ， 这 种 功能 只 能 由 含有 trxG 成 员 的 复合 
体 来 完成 。 

重 塑 因子 用 什么 机 制 参与 活性 状态 的 表 观 遗传 调控 ， 这 一 点 也 很 有 意义 。 被 考虑 到 
的 至 少 有 三 类 机 制 。 第 一 类 ， 促 进 基因 特异 激活 蛋白 结合 〈 或 复制 后 的 重新 结合 ) 有 一 
定 间 接 性 ， 而 这 种 方式 需要 重 塑 功 能 来 维持 活性 转录 。 这 时 候 ， 重 塑 者 不 是 表 观 遗传 机 
制 的 “大 脑 ”， 而 是 起 着 必要 的 作用 ， 使 必需 蛋白 有 效 发 挥 功能 。 第 二 类 ， 重 塑 者 或 单 
独 或 与 组 蛋白 伴侣 一 起 作用 ， 将 核 小 体 从 一 个 区 域 移出 ， 没 有 核 小 体 占据 时 ， 人 们 认为 
这 个 区 域 会 在 复制 后 也 维持 不 被 核 小 体 占据 的 状态 。 如 上 面 提 到 的 ， 复制 / 核 小 体 处 理 
转移 装置 如 何 能 够 精确 总 调控 核 小 体 修饰 、 核 小 体位 置 ， 这 是 表 观 遗传 学 中 一 个 重要 的 
待 解决 问题 。 最 后 一 类 ， 重 塑 装置 能 重新 调整 核 小 体位 置 ， 给 出 适 于 激活 调控 的 结构 。 
后 一 个 机 制 已 经 有 了 日 蛋白 基因 研究 中 得 到 的 证 据 (Chaya et al. 2001; Cirillo et al. 
2002) 。 肝 脏 中 这 个 关键 基因 活性 的 维持 需要 几 个 DNA 结合 因子 的 参与 。 其 中 之 一 的 
FoxA 结合 到 一 个 核 小 体 的 位 点 形成 了 对 维持 白 蛋 白 基 因 活 性 状态 至 关 重 要 的 核 小 
体 一 一 FoxA 结构 。 现 在 还 不 清楚 肝脏 中 定位 这 个 特异 的 核 小 体 是 否 需 要 ATP 依赖 的 
重 塑 ， 但 这 个 例子 说 明 特异 核 小 体 定 位 可 能 起 到 关键 的 表 观 遗传 作用 。 


2.2 trxG 蛋白 共 价 修饰 核 小 体 组 蛋白 


调控 基因 表达 的 第 二 个 通用 工具 是 对 组 成 核 小 体 的 组 蛋白 N 端 尾巴 进行 共 价 修饰 。 
这 些 从 核 小 体 表 面 伸 出 来 的 尾巴 ， 能 调节 其 与 其 他 核 小 体 以 及 多 种 结构 蛋白 、 调 节 和 蛋白 
间 的 作用 。 组 蛋白 尾巴 上 的 共 价 修饰 一 一 乙酰 化 、 甲 基 化 、 磷 酸化 等 一 一 能 协助 将 调节 
复合 体 靶 问 染 色 质 且 能 改变 尾巴 电荷 而 直接 改变 核 小 体 压 缩 成 抑制 性 结构 的 能 力 。 共 价 
修饰 也 是 维持 特定 调控 状态 的 一 个 标记 ， 因 为 复制 后 共 价 修饰 的 组 蛋白 能 分 到 两 条 子 链 
当中 ， 也 就 把 共 价 标记 所 含 的 信息 分 配 到 母子 细胞 当中 。 复 制 后 组 蛋白 是 否 还 与 一 条 或 
两 条 子 链 相 联 系 这 一 点 还 有 和 争议， 大 部 分 因为 精确 追踪 活 细胞 中 个 体 组 蛋白 的 技术 还 不 
成 熟 ， 但 这 一 点 又 对 于 弄 清 这 个 表 观 遗传 调控 机 人 制 十 分 关键 。 有 几 个 trxG EARE 
价 修饰 组 蛋 昌 尾巴 ,这些 蛋白 屡屡 被 发 现在 可 进行 多 种 修饰 的 复合 体 中 存在 。 例 如 ， 果 
ha TRX 和 在 其 他 生物 的 对 等 物 将 组 蛋白 H3K4 甲 基 化 ， 这 个 共 价 标记 与 很 多 种 生物 体 
内 的 活性 基因 息息相关 ， 包 括 酵 母 、 果 蝇 和 人 类 。 第 二 个 trxG BA, ASH] (F 
SM), tA H3K4 甲 基 转移 酶 活性 (Beisel et al. 2002; Byrd and Shearn 2003)。 测 定 
H3K4 甲 基 化 在 活 牙 基因 上 加 入 和 离开 的 时 间 过 程 瞳 示 其 在 维持 酵母 活性 基因 表达 的 作 
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用 (Santos-Rosa et al. 2002; Pokholok et al，2005)。 发 现 trxG 成 员 具 有 这 种 组 蛋白 
修饰 活性 后 ，H3K4 标记 与 活性 状态 的 维持 更 进一步 联系 起 来 。 

醉 母 和 人 类 的 TRX 对 等 物 所 在 复合 体内 还 有 第 三 种 trxG 蛋白 一 一 Ash2， 它 与 
Ash] 没有 序列 相关 性 。trithorax 蛋白 的 酵母 同 源 物 一 一 Setl1， 在 一 个 大 约 400 kD 大 小 
KESE (COMPASS REK Set1C) 中 被 发 现 ， 这 个 复合 体 还 有 除 Set] 和 Ash? 之 外 的 
5 个 蛋白 (Miller et al. 2001; Roguev et al.，2001)。 这 个 复合 体 的 唯一 已 知 生化 活性 是 
H3K4 的 甲 基 化 ， 其 他 和 蛋 百 的 功能 都 不 清楚 ， 但 有 的 组 分 可 能 帮助 甲 基 化 标记 进行 世代 
传递 〈 见 下 文 )。 

人 类 有 三 个 TRX 同 源 物 ， 分 别 叫做 MLLI, MLL2 和 hSET1， 其 中 MLLI 蛋白 是 
生化 分 析 中 最 受 关注 的 。 它 所 在 的 大 复合 体 (含有 超过 10 个 成 员 ) 有 人 类 ASH2 的 同 
源 物 (Hughes et al. 2004; Yokoyama et al，2004) 。 这 个 复合 体 与 酵母 复合 体 一 样 ， 
也 含有 一 个 WD40 重复 蛋白 〈 在 人 类 中 叫做 WDR5) (Dou et al. 2005; Wysocka et al. 
2005). AREA, WDR5 能 与 4 号 位 赖 氨 酸 甲 基 化 的 组 蛋白 H3 结合 (Wysocka et al. 
2005)， 因 此 ， 该 蛋白 绑 定 到 由 所 在 MLLI 复合 体制 造 的 标记 上 ， 从 而 可 能 加 速 了 该 标 
记 的 广泛 延伸 。 这 与 HP] 的 情况 很 类 似 ， 它 也 能 特异 性 结合 到 由 所 在 复合 体 甲 基 化 的 
H3K9 标记 上 ( 详 见 第 5、6 章 )。 

对 果 蝇 和 人 类 研究 都 为 证 明 含 TRX/MLL 的 复合 体 参 与 乙酰 化 提供 了 依据 。 人 类 
MLL 与 乙酰 基 转 移 酶 MOF 相关 ， 而 后 者 可 以 乙酰 化 组 蛋白 H4 的 16 SRR, 
这 也 是 与 激活 相关 的 一 个 常见 修饰 (Dou et al. 2005); Ri TRX 则 与 dCBP 相关 ， 这 
个 乙酰 基 转 移 酶 起 到 广泛 的 特异 性 激活 作用 (Petruk et al，2001) 。 这 样 ， 这 些 trxG 复 
合体 发 挥 的 乙酰 化 和 H3K4 甲 基 化 可 能 协同 作用 导致 一 种 激活 状态 。 乙 酰 化 还 已 知 能 
够 阻止 导致 模板 抑制 的 H3K9、H3K27 等 的 甲 基 化 。 

另 一 个 trxG 成 员 ASH] 也 是 个 组 蛋白 甲 基 转 移 酶 ， 它 能 甲 基 化 H3K4 (Beisel et 
al. 2002; Byrd and Shearn 2003)。 目 前 还 不 知道 任何 含 ASH] 的 复合 体 组 成 ， 也 不 了 
解 ASH1 ME TRX/MLL1/SET] 的 复合 体 是 如 何 协调 发 挥 作用 的 ， 但 ASH] 与 乙酰 基 
转移 酶 CBP 家 族 共 和 定位 〈Bantignies et al，2000)， 再 一 次 上 暗示 甲 基 人 化、 乙酰 化 有 协同 
作用 。 | 

组 恒 日 共 价 修饰 如 何 影响 trxG 功能 ， 关 于 这 一 点 有 很 多 吸引 人 的 未 知 问题 。 这 些 
标记 起 着 怎样 的 作用 ? 共 价 修饰 能 通过 广泛 的 机 制 参与 表 观 遗传 调控 。 甲 基 化 和 乙酰 化 
标记 可 能 直接 改变 染色 质 致密 化 过 程 〈《 有 时 叫做 顺 式 效应 ， 如 图 3-8 ER). RAIMI 
成 致密 状态 〈 一 般 认 为 这 种 状态 抑制 转录 ) 受到 组 蛋白 尾巴 上 电荷 分 布 的 影响 ， 赖 氨 酸 
残 基 上 发 生 的 修饰 “如 乙酰 化 ) 能 使 正常 情况 下 此 处 的 正 电荷 消除 ， 然 后 可 能 直接 导致 
核 小 体 难 以 形成 致密 结构 ， 也 就 提高 了 模板 转录 的 能 力 。 

有 人 提出 共 价 标记 为 转录 激活 的 复合 体 提供 了 强 结合 位 点 ， 这 些 共 价 修饰 在 核 小 体 
表面 形成 特异 的 “ 结 *， 此 “ 结 ” 刚 好 能 伸 进 促进 激活 的 复合 体 “口袋 *， 如 此 增加 了 这 
些 复合 体 的 结合 能 和 功能 发 挥 。 例 如 ， 组 蛋白 尾巴 乙酰 化 提高 了 与 BRM 同 源 蛋 白 的 结 
合 ， 促 进 乙 酰 化 的 模板 进行 ATP 依赖 的 重 塑 (Hassan et al. 2001)。 这 种 机 制 常 被 称 
作 “ 组 和 绰 白 密码 ”或 组 蛋白 共 价 修饰 的 反 式 效应 ， 可 能 是 表 观 遗传 的 中 心 功能 。 进 一 步 











第 12 章 三 胸 蛋 自家 族 (trxG) 与 转录 调控 


研究 将 要 得 出 trxG 和 蛋白 制造 的 哪 种 标记 加 强 了 哪些 复合 体 的 结合 ; 要 证 明 绑 定 到 单个 
修饰 残 基 的 能 量 到 哪 种 程度 才能 影响 功能 和 靶 向 ; 还 要 知道 标记 是 按 什么 顺序 加 上 的 ， 
还 有 它们 在 有 丝 分 裂 过 程 是 否 能 维持 。 

翻 过 来 看 ， 这 个 机 制 则 是 这 些 标 记 能 阻止 抑制 性 复合 体 的 结合 。 抑 制 性 复合 体 结合 
必需 的 关键 位 点 上 的 共 价 标记 可 以 强烈 抑制 此 复合 体 的 结合 。 如 抑制 性 复合 体 的 结合 能 
通过 组 绰 日 H3 的 K9、K27 甲 基 化 而 增加 CKhorasanizadeh 2004), ， 这 些 位 点 的 乙酰 化 
不 仅 能 阻 断 甲 基 化 的 发 生 ， 还 使 组 重 白 的 “ 结 ” 变 形 ， 不 能 很 好 地 与 抑制 性 复合 体 结 
合 。 这 样 来 看 ， 共 价 修饰 可 以 从 两 个 方面 影 啊 其 他 复合 体 的 功能 ， 这 个 表 观 遗传 调控 的 
潜在 形式 也 就 更 有 潜能 。 

这 些 机 制 不 仅 不 互 斥 ， 更 可 能 一 起 作用 协助 维持 活性 状态 。 化 学 上 增加 致密 化 能 力 
( 顺 式 效应 ) 的 标记 也 能 增加 复合 体 的 结合 〈 反 式 效 应 ) ， 进 一 步 促使 致密 状态 形成 。 反 
过 来 ， 化 学 上 减少 致密 化 的 标记 也 能 增加 核 小 体 去 致密 复合 体 的 结合 。 共 价 标记 改变 几 
种 染色 质 结构 特征 及 调节 复合 体 的 绑 定 能 力 在 机 理 上 运用 得 如 此 俭 省 ， 这 可 能 为 维持 活 
性 状态 提供 强大 的 工具 。 


3.trxG 蛋白 与 通用 转录 装置 


trxG 蛋白 常常 在 同一 复合 体 中 被 发 现 ，skuld(skd) 和 kohtalo(kto) 就 是 这 样 两 个 
蛋白 。 它 们 是 生化 上 称 作 TRAP240(Skuld) 和 TRAP230(Kohtalo) 二 者 的 同 源 和 蛋白， 
这 二 者 都 是 “协调 者 ”复合 体 的 成 员 (Janody et al，2003)。“ 协 调 者 ”复合 体 很 大 ， 作 
用 于 基因 特异 激活 因子 和 含有 RNA 育 合 酶 本 的 准备 起 始 复合 体 交 界 处 (Lewis and Re- 
inberg 2003)。 因 此 这 些 蛋 白 参 与 通用 的 激活 过 程 ， 大 多 与 SWI/SNF 重 塑 者 家 族 方式 
相同 。SKD 和 KTO 可 能 在 维持 激活 中 有 一 些 特殊 功能 ， 因 为 在 trxG 基因 筛选 实验 中 
协调 复合 体 的 其 他 成 分 未 被 识别 。SKD 和 KTO 有 相互 作用 ， 且 skd kto 双 突 变 体 与 任 
一 个 单 突变 体 表 型 相同 ， 这 意味 着 它们 可 能 一 起 形成 了 功能 性 模块 ， 通 过 一 定 方式 改变 
了 协调 者 的 行为 (Janody et al. 2003), 


4. 其 他 trxG 蛋白 的 生化 功能 


其 他 大 多 数 trxG 蛋白 的 生化 活性 还 是 个 谜 。 果 蝇 trxG 基因 fsh ESA EI 
型 基因 ，female-sterile homeotic) 的 人 类 对 等 物 是 Ring3， 它 编码 一 个 有 两 个 bromo oe 
构 域 的 核 蛋 白 激 酶 ， 该 激酶 与 细胞 周期 进程 及 白血病 生成 有 关 ， 但 还 不 知道 它 的 底 物 
(Denis and Green 1996), trxG 基因 Tonalli(Tna) 编码 蛋白 与 sumo 化 SP-RING 8% 
白 相 关 ， 暗 示 它 可 能 也 通过 共 价 修饰 其 他 未 知 和 蛋白 调控 转录 (Gutierrez et al. 2003), 
trxG 基因 sallimus(sls) 是 在 寻找 Pc 的 基因 外 抑制 子 时 发 现 的 “Kennison and Tamkun 
1988) ， 后 来 又 发 现 它 编码 了 果 蝇 Titin 蛋白 (Machado and Andrew 2000), R Titin 
帮助 维持 肌 小 节 的 完整 性 和 弹性 ， 这 个 作用 和 其 状 椎 类 对 等 物 一 样 ， 另外， 染色 体 凝 集 
和 分 离 中 也 需要 Titin KP REAREA (Machado and Andrew 2000). 这 些 引 人 注目 的 


表 观 遗传 学 
发 现 暗 示 了 trxG 蛋 日 在 调节 更 高 级 染色 质 结构 时 可 能 的 作用 。 


: j trxG 蛋白 间 功 能 性 相互 作用 


AE e 


在 了 解 许多 trxG 和 PcG 成 员 基 本 生化 活性 之 后 ， 人 们 将 注意 力 转移 到 如 何 协调 它 
们 ee 虽然 缺少 研究 特定 状态 的 体外 系统 ， 但 已 经 
有 这 个 问题 上 的 很 好 进展 。 一 个 流行 的 假说 认为 ，trxG 和 PcG 成 员 加 速 了 维持 活性 或 
AUGLIRAS BFR Hom E Pe 最 近 对 PcG BAK PRC1、PRC2 的 研究 结 
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图 12-8 trxG 和 PcG 蛋白 的 功能 及 相互 作用 
trxG 和 PcG 家 族 都 包含 可 以 共 价 修饰 组 蛋白 和 非 共 价 修饰 染色 质 的 蛋白 质 。 组 蛋白 的 共 价 修饰 能 增加 非 共 价 修 
饰 复 合体 如 SWI/SNF. KIS 或 PRCI 的 结合 ， 后 者 则 能 导致 进一步 的 共 价 修饰 ， 这 样 共 价 修饰 可 被 识别 也 可 进 
行 循环 。 
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果 文 持 这 个 想法 。PRC2 的 组 蛋白 甲 基 转 移 酶 亚 基 E(z) 将 H3K27 甲 基 化， 产生 了 一 
个 共 价 标记 ，PRC1l 的 Pc 亚 基 的 染色 质 结构 域 就 直接 能 识别 此 标记 (Jacobs and Kho- 
rasanizadeh 2002; Min et al. 2003)。 因 此 ,一 个 PcG 复合 体 似乎 能 直接 促进 男 一 个 
PcG 复合 体 与 染色 质 的 结合 。 

类 似 的 情况 也 可 能 trxG 家 族 的 组 和 蛋白 甲 基 / 乙 酰基 转移 酶 (如 TRX 或 ASH1) 成 
员 共 价 修饰 核 小 体 ， 而 后 直接 调控 ATP 依赖 的 染色 质 重 塑 中 trxG 成 员 (如 BRM 
[SWI/SNF] 或 KIS) 的 靶 向 或 活性 〈 图 12-8)。 与 此 相 一 致 ，BRM 和 其 他 SWI/SNF 
复合 体 亚 基 都 含有 bromo 结构 域 ， 能 直接 与 乙酰 化 的 组 蛋白 尾巴 相 作 用 ， 同 时 ，KIS 
则 含有 两 个 染色 质 结构 域 (可 与 甲 基 化 的 组 重 蝗 尾巴 相 作 用 )。 这 个 模型 在 最 近 人 研究 酵 
母 和 哺乳 类 的 染色 质 重 塑 因子 当中 有 所 证 明 (Agalioti et al. 2000; Hassan et al. 
2001)， 它 给 出 一 个 机 制 一 一 可 遗传 的 组 蛋白 修饰 能 保持 活路 转录 所 需 的 组 成 型 的 “ 开 
放 ” 染 色 质 构象 ， 因 此 这 个 模型 很 有 吸引 力 。 





6.trxG A: Hip Re RM el T 


PcG 抑制 子 和 trxG 激活 子 之 间 的 功能 性 关系 也 是 一 个 重要 问题 。 这 些 调 控 恒 日 独 
立 发 挥 其 激活 或 抑制 作用 ， 还 是 它们 直接 对 立 作用 以 维持 这 种 可 遗传 状态 呢 ? 近期 有 遗 
传 学 研究 发 现 ， 即 使 没有 TRX 和 ASH1, PcG 复合 体 移 除 后 基因 都 将 被 重新 激活 
(Klymenko and Muller 2004) ， 这 就 说 明 有 组 蛋白 甲 基 转 移 酶 活性 的 trxG BAA) RELA 
PcG 阻 遇 抑制 子 发 挥 作用 ， 而 不 是 激活 子 〈 图 12-8). 

生化 和 遗传 分 析 为 trxG 与 PcG 功能 间 有 联系 提供 了 证 据 。PecG 和 蛋白 具有 一 个 有 趣 
的 性 质 ， 它 与 几乎 任何 RNA 聚合 酶 开 转 录 的 基因 靠近 时 都 能 抑制 转录 。trxG 的 一 些 成 
员 (包括 BRM, KIS) 在 转录 中 起 到 广泛 作用 ， 另 一 些 则 参与 染色 质 重 塑 ， 因 此 很 可 
能 是 PcG 抑制 子 的 直接 靶 点 〈 图 12-8) 。 主 要 PcG 复合 体 之 一 的 PRC1 阻 断 SWI/SNF 
家 族 重 塑 复合 体 的 功能 很 明显 是 通过 阻 断 复合 体 靠 近 模 板 来 实现 的 《Francis et al. 
2001)。 有 与 此 一 致 的 观点 就 是 PcG 抑制 的 可 能 机 制 是 阻止 trxG 成 员 进行 ATP 依赖 的 
染色 质 重 塑 。 由 于 直接 和 Zeste 蛋白 作用 ，Brahma 复合 体 和 PRC] 也 进一步 联系 起 来 ， 
Zeste 蛋白 在 果 蝇 基因 调控 中 起 着 复杂 作用 ， 也 可 能 是 帮助 这 两 个 复合 体 之 间 进 行 直 接 
“对 话 ” 的 桥梁 ， 

另 一 个 联系 PcG 和 trxG 的 蛋白 是 GAGA 因子 ,该 因子 由 Trithorax-like 基因 编 
码 ， 因 此 也 是 trxG 家 族 的 一 员 (Farkas et al.1994)。 这 个 蛋白 能 在 一 些 启动 子 处 起 序 
列 特异 性 激活 子 作用 ， 也 是 结合 PRE CLS 8 章 ) HEZEA., PRE 序列 引导 PcG 发 
挥 功能 ， 至 少 一 个 PRE 能 够 在 亲 和 报 告 基因 结构 时 能 作为 一 个 功能 性 记忆 模块 ， 这 也 
更 强调 出 这 段 序列 的 重要 性 。GAGA 因子 的 结合 序列 在 PRE 功能 发 挥 中 起 重要 作用 ， 
GAGA 蛋白 靠近 DNA 可 能 增强 了 PRC] 的 结合 和 功能 (Mahmoudi and Verrijzer 
2001) 。 因 此 GAGA 因子 可 能 在 维持 激活 和 抑制 时 〈 分 别 通过 其 转录 激活 性 质 和 与 PcG 
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SAMMEERD 扮演 着 关键 角色 。 将 来 的 研究 还 要 解决 一 个 问题 ， 就 是 为 什么 GAGA 
和 Zeste 之 类 的 蛋白 看 上 去 既 可 以 与 激活 性 维持 装置 也 可 与 抑制 性 装置 相 作 用 。 


7. 结论 和 展望 


关于 trxG 蛋白 功能 的 两 大 问题 很 大 程度 上 还 是 一 些 猜测 。 首 先 ， 为 什么 转录 激活 
所 知 绰 白 中 一 套 相 对 少 的 蛋白 却 在 维持 活跃 状态 时 有 着 遗传 学 上 的 重要 意义 呢 ? 是 不 是 
因为 它们 在 转录 中 有 通用 作用 同时 表达 量 却 有 限 ? 还 是 在 进化 中 偶然 变 得 对 发 育 关键 基 
因 尤 其 重要 了 呢 ? 第 二 ， 这 种 活路 状态 如 何在 复制 和 有 丝 分 裂 过 程 中 维持 ? 复制 产生 两 2 
条 子 链 都 需要 有 相同 的 调控 ， 而 有 丝 分 裂 需 要 致密 化 结构 ， 从 而 阻止 细胞 中 多 数 基因 的 
转录 。 那 么 是 什么 样 的 机 制 创造 的 表 观 遗传 标记 才能 保证 有 丝 分 裂 后 两 条 子 链 上 基因 都 
会 重新 激活 呢 ? 

大 多 数 trxG 和 蛋 晶 都 是 在 基因 表达 中 作用 广泛 的 复合 体 的 组 成 部 分 ， 这 些 复 合体 中 
很 多 都 含有 许多 其 他 非 trxG 家 族 的 蛋白 〈 表 12-1) 。 这 就 提出 了 一 个 重要 问题 ， 是 否 有 
一 些 专 门 用 于 维持 活性 基因 表达 的 功能 呢 。SWI/SNF 重 塑 因 子 有 特异 重 塑 功能 ， 
H3K4 甲 基 化 可 能 指向 了 特异 性 复合 体 和 “或 ) 染色 质 构象 ， 也 可 能 是 Skuld/Kohtalo 
使 协调 者 功能 发 生 了 对 维持 很 重要 的 特异 改变 。 除 此 之 外 ， 还 可 能 每 个 这 样 的 蛋白 都 能 
进行 激活 各 种 基因 所 需 的 反应 ， 而 且 这 些 复合 体 是 在 不 很 吸引 的 例子 中 被 发 现 有 重要 的 
维持 功能 《〈 例 如， 果 蝇 Hor 基因 表达 的 相对 微小 改变 也 能 导致 同 源 异 型 转化 ) 。 现 在 需 
要 更 多 信息 来 了 解 每 个 蛋白 在 激活 中 采用 的 精确 机 制 ， 这 样 才能 解决 以 上 问题 。 例 如 ， 
SWI/SNF 复合 体 利 用 ATP 水 解 的 方式 是 否 与 其 他 ATP 依赖 的 重 塑 复合 体 相 同 ， 还 是 
在 它 使 用 此 能 量 改变 核 小 体 结构 时 与 后 者 有 某 个 方面 有 重要 区 别 ? 一 些 结构 研究 技术 ， 
包括 结晶 学 ， 生 物 物 理 技术 如 单 分 子 分 析 和 荧光 共振 能 量 转移 〈fluorescence resonance 
energy transfer, FRET) 以 及 体内 细节 成 像 技 术 ， 都 有 助 于 了 解 维持 激活 是 否 有 特异 表 
观 遗 传 机 制 。 利 用 简单 模型 中 trxG 复合 体 上 初步 进行 的 功能 性 研究 仅仅 是 回答 这 些 重 
要 问题 的 开端 。 

人 们 对 于 维持 活跃 状态 的 表 观 遗传 机 制 现 在 了 解 得 甚至 更 少 。 共 价 标记 的 分 布 是 否 
创造 了 一 种 活跃 标记 ? 是 复制 后 维持 的 核 小 体位 置 导 致 染色 质 “ 开 放 ” 的 拉 伸 还 是 有 特 
异 位 置 的 核 小 体 增加 了 激活 因子 的 结合 ? 是否 trxG 发 挥 功能 引起 核 仁 中 基因 进入 转录 
HER KR? 这 些 假说 都 有 可 能 ， 而 且 还 有 更 多 未 想象 到 的 可 能 性 。 极 复杂 的 DNA 转录 
痰 置 使 得 调控 和 活性 转录 的 表 观 遗传 机 制 发 展 有 了 众多 可 能 采用 的 方式 。 这 两 个 领域 的 
交叉 有 着 长 久 的 历史 ， 与 转录 激活 的 表 观 遗传 机 制 一 样 ， 很 多 年 来 都 是 一 个 多 产 的 
领域 。 
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第 13 章 “组 蛋白 变 体 和 表 观 遗传 学 


1. 所 有 生物 的 DNA 都 被 结构 性 蛋白 所 包装 


与 细胞 器 DNA 相 比 ， 核 DNA 巨大 的 长 度 显 然 需要 紧密 包装 ， 因 此 演化 出 了 结构 
性 蛋白 以 达到 这 一 目的 。 第 一 级 缩短 了 双 螺 旋 并 保护 其 免 于 损伤 ， 但 在 每 个 细胞 周期 多 
许 DNA 聚合 酶 充分 接触 每 个 碱 基 对 。 男 外 ， 这 些 结构 性 蛋白 有 利于 更 高 级 别 的 折 秦 以 
进一步 降低 染色 体 长 度 。 很 可 能 是 因为 包装 DNA 所 需 的 严谨 条 件 ， 在 所 有 的 细胞 生命 
形式 中 只 发 现 两 种 类 型 的 结构 性 蛋白 (Malik and Henikoff 2003) 。 细 菌 DNA 被 HU & 
白 包装 ， 真 核 生物 DNA 则 由 组 蛋白 ， 而 古 细 菌 DNA 由 HU 蛋白 或 组 蛋白 。 

组 蛋白 将 DNA 包装 成 核 小 体 颗粒 ， 这 个 结构 使 组 蛋白 占 了 真 核 生物 染色 体质 量 的 
一 半 。 尽管 如 此 ， 组 蛋白 还 在 基因 表达 、 染 色 体 分 离 、DNA 修复 和 真 核 生 物 中 其 他 基 
本 的 染色 体 有 关 进 程 中 起 着 多 种 作用 。 这 些 染 色 体 有 关 的 进程 的 特殊 要 求 ， 导 致 了 不 同 
的 组 蛋白 变 体 的 进化 。 一 种 组 蛋白 变 体 装 入 一 个 核 小 体 代表 了 染色 质 潜 在 的 深刻 变化 。 
确实 ， 最 近 的 工作 显示 一 些 组 蛋白 变 体 是 由 不 同 的 核 小 体 组 装 复 合 物 放置 的 ， 这 上 暗示 了 
染色 质 至 少 在 部 分 上 因为 组 蛋白 变 体 的 装 入 和 置换 而 多 样 化 。 

四 种 核心 组 蛋白 具有 变 体 的 倾向 不 同 。 例 如 ， 人 只 有 一 种 H4 亚 型 但 是 有 多 种 具有 
不 同属 性 和 功能 的 H2A。 显 然 ， 核 心 组 蛋白 在 核 小 体 颗粒 中 不 同 的 位 置 使 其 面 对 不 同 
的 进化 压力 ， 引 起 重要 的 H2A 和 H3 多 样 化 ， 而 非 H2B 和 H4。 通 过 众多 可 提供 基因 
组 序列 的 真 核 生物 ， 我 们 可 以 得 出 结论 : 这 些 多 样 化 发 生 在 真 核 生 物 进化 的 不 同时 期 。 
尽管 如 此 ， 祖 先 组 蛋白 折 释 蛋白 多 样 化 为 四 种 核心 组 蛋白 的 过 程 发 生 在 真 核 生物 核 进化 
的 星期 或 者 早 于 核 的 进化 。 通 过 考虑 这 些 古 老 的 事件 ， 我 们 可 以 深入 了 解 使 其 继续 多 样 
化 为 目前 状态 变 体 的 原因 。 


。 2. 真 核 生 物 核心 组 蛋白 由 十 细菌 组 蛋白 进化 而 来 


真 核 生物 核 小 体 是 一 个 复杂 的 结构 ， 含 有 缠绕 了 约 两 圈 DNA 的 由 四 种 核心 组 绰 日 
组 成 的 八 聚 体 ， 同时 组 蛋白 未 端 和 连接 组 蛋白 介 导 了 核心 部 件 外 的 多 种 相互 作用 
(Arents et al. 1991; Wolffe 1992; Luger et al. 1997). 古 细 菌 的 核 小 体 简 单 得 多 ， 显 然 
它们 类 似 于 真 核 生物 核 小 体 的 原始 结构 (Malik and Henikoff 2003)。 上 古 细 菌 核 小 体 中 
DNA 只 缠绕 一 图 于 不 含 末端 尾巴 的 组 蛋白 折合 结构 域 蛋 白 组 成 的 四 肾 体 上 。 通过 比较 
结构 可 以 看 出 古 细菌 和 真 核 生物 核 小 体 的 亲缘 关系 : 古 细 菌 四 聚 体 的 骨架 几乎 和 
(H3 。H4)， 四 聚 体 一 样 〈 图 13-1) 。 当 以 古 细 菌 核 小 体 体 外 组 装 成 染色 质 时 ， 得 到 的 纤 
维 与 以 (H3。H4); 四 聚 体 组 装 而 来 的 相 类 似 。 因 此 ， 普遍 认为 古 细 菌 核 小 体 在 四 聚 体 
两 端 各 添加 上 H2A + H2B 二 聚 体 并 加 上 组 蛋白 末端 尾巴 后 ， 演 化 成 为 真 核 生物 核 小 
体 ， 以 使 得 DNA 能 缠绕 第 二 图。 为 外 ，DNA 围绕 古 细菌 组 蛋白 核心 绰 绕 成 右手 超 螺 
旋 ， 而 在 真 核 生 物 中 是 左手 超 螺旋 。 

对 真 核 生物 核 小 体 起 源 的 进一步 深刻 了 解 来 自 对 古 细 菌 核 小 体 亚 基 结构 的 研究 。 尽 
管 多 数 古 细菌 组 蛋白 是 未 分 化 的 单 体 或 者 组 成 四 聚 体 的 结构 上 可 互 换 的 变 体 ， 但 有 些 则 
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图 13-1 十 细菌 组 蛋白 祖先 进化 为 真 核 生物 核 小 体 的 模型 
含有 可 相互 交换 的 亚 基 A 和 也 的 十 细菌 四 聚 体 可 能 是 二 聚 体 或 融合 状态 的 二 聚 体 〔“ 对 子 四 ， 接 
下 来 的 变化 可 能 是 一 个 基因 分 开 产 生 真 核 生物 四 聚 体 中 的 H3 和 H4， 形 成 只 说 有 一 图 DNA 的 
(H3 + H4): 四 聚 体 。H2A 和 H2B 可 能 来 自 相 似 的 事件 ， 并 组 装 在 四 聚 体 上 下 两 侧 以 容纳 DNA 
ase 〈 图 中 未 显示 )。 图 中 单个 的 点 表示 二 聚 体 间 的 结合 ， 而 双 点 表示 相 邻 二 聚 体 间 含 
四 个 螺旋 的 束 状 结构 〈 重 印 自 Malik and Henikoff 2003), 


形成 头 尾 相 接 的 融合 二 聚 体 并 进一步 形成 这 种 融合 二 聚 体 的 二 聚 体 (图 13-1) 。 当 两 个 
这 样 的 融合 二 聚 体 装 和 人 核 小 体 时 ， 二 者 处 于 结构 上 有 区 别 的 地 方 。 占 据 着 核 小 体 中 不 同 
的 位 置 ， 古 细菌 融合 二 至 体 的 成 员 分 别 演化 ， 使 其 适应 于 核 小 体 中 单一 的 位 置 。 相 反 ， 
可 互 换 位 置 的 单 体 则 无 法 对 特定 位 置 进 行 适 应 。 的 确 ， 古 细菌 二 聚 体 的 两 个 成 员 在 双方 
不 同 源 的 地 方 发 生 多 样 化 。 这 提供 了 一 种 可 能 的 场景 来 解释 祖先 组 蛋 日 折 生 结构 域 蛋 白 
如 何 分 化 成 真 核 生物 核 小 体 中 占据 不 同位 置 的 四 种 不 同 的 亚 基 。 和 推测 出 来 的 古 细菌 祖 
先 一 样 ， 真 核 生物 组 蛋白 形成 二 聚 体 ， 其 中 H2A 和 H2B 形成 二 聚 体 而 H3 则 和 H4 形 
成 二 育 体 并 在 溶液 中 以 四 育 体 形式 稳定 存在 )。 因 此 ， 尽 管 四 种 真 核 组 蛋白 间 和 与 古 
细菌 组 绰 白 之 间 缺 乏 显 著 的 序列 相似 性 ， 二 聚 体 结构 的 惊人 重 释 性 暗示 了 真 核 组 蛋白 从 
更 简单 的 古 细 蕊 组 蛋白 进化 和 分 化 而 来 。 

似乎 起 源 于 古 细菌 前 后 串联 二 聚 体 的 H2A 。H2B 3 和 H3。H4 二 聚 体 的 不 对 称 性 ， 
可 能 引导 了 接 下 来 向 真 核 组 蛋白 变 体 的 多 样 化 。H2A 和 H3 SH RAO 
体 的 第 一 个 成 员 一 致 ， 二 者 在 真 核 生物 进 化 中 发 生 了 多 次 多 样 化 。 相 反 ， 类 似 第 二 个 成 
员 的 H2B 和 H4 罕有 功能 上 的 多 样 性 。 八 聚 体 中 H3 和 H2A 都 存在 同 源 二 聚 相 互 作 用 
(图 13-2)， 而 H4 和 H2B 则 只 和 其 他 组 蛋白 接触 。 故 而 ，H2A 或 H3 发 生 同 源 二 聚 作 
用 处 残 基 的 改变 可 以 抵制 混合 八 聚 体 的 形成 ， 也 允许 含有 H2A 或 H3 变 体 的 核 小 体 独 
并 于 母 本 核 小 体 而 进化 。 例 如 ，H3 接触 面 的 四 螺旋 束 状 结构 DNA 缠绕 在 核 小 体 上 发 
生 左 手 超 螺旋 (Arents et al. 1991; Luger et al. 1997)， 而 古 细菌 核 小 体 上 的 DNA 超 
Pewee ASPEN (Marc et al. 2002), 9, 一 个 H3 祖先 中 四 螺旋 束 状 结构 的 突变 是 
形成 这 种 逆转 的 原因 。 通 常 来 说 ， 促进 亚 基 独 立 进 化 的 结构 特性 可 能 是 核 小 体 结构 多 样 
化 的 先决 条 件 。 
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RC 组 装 在 酿酒 酵母 中 并 非 完 全 宛 余 。 一 个 有 趣 的 发 现 是 ， 大 CAF-1 亚 基 的 缺失 导 
致 端 粒 处 表 观 遗传 沉默 的 丢失 (Loyola and Almouzni 2004) RC 组 装 和 表 观 遗传 沉默 
的 关系 已 经 扩展 到 了 拟 南 芥 上 ，CAF-1 亚 基 的 缺失 导致 多 种 可 归 央 于 表 观 遗传 记忆 缺 
失 的 缺陷 。 虽 然 这 些 现象 的 机 理 基 础 尚 不 清楚 ， 似 乎 明确 的 是 ， 复 制 叉 后 新 核 小 体 的 装 
入 对 维持 一 种 表 观 遗传 沉默 的 状态 很 重要 。 

核 小 体 表 观 遗传 信息 继承 的 一 个 先决 条 件 是 复制 后 子 染 色 单 体 上 必须 分 布 有 原 有 的 
核 小 体 (图 13-3) 。 确 实 如 此 ， 广 泛 的 研究 已 经 显示 原 有 的 核 小 体 是 完整 而 明显 随机 地 
传 到 子 染 色 单 体 (图 13-3) (Annunziato 2005)。 尽 管 如 此 ， 该 一 继承 性 进程 还 很 不 清 
楚 ， 同 样 不 清楚 的 还 有 新 组 蛋白 是 如 何 获 得 表 观 遗传 信息 的 。 一 个 流行 的 模型 是 ， 新 核 
小 体 因 其 邻近 于 旧 核 小 体 而 被 修饰 (Jenuwein 2001); 但 是 ， 这 一 假想 的 进程 沿 缺 乏 证 
据 支持 ， 而 其 他 延续 某 种 表 观 遗传 状态 的 方式 必须 被 考虑 (Henikoff and Ahmad 
2005) 。 表 观 遗 传 信息 如 何 遗 传 到 子 代 细胞 仍然 是 生物 中 一 个 大 而 未 决 的 问题 。 对 组 焦 
白 变 体 及 其 置 人 机 理 的 研究 也 许 能 提供 一 些 线索 。 


1 组 蛋白 变 体 的 置 入 发 生 寺 整个 细胞 周期 


正如 我 们 已 经 看 到 的 ， 核 心 组 蛋白 可 以 根据 它们 的 祖先 序列 和 在 核 小 体 中 位 置 加 以 
划分 。 连 接 体 组 蛋白 具有 特征 性 的 带 翼 螺旋 结构 域 ， 而 非 组 蛋白 折 秋 结 构 域 ， 且 该 结构 
域 结 合 于 核 小 体 间 的 连接 DNA(Wolffe 1992) 。 虽 然 存在 常规 组 蛋白 的 少量 变 体 ， 它 们 
和 主要 形式 的 组 蛋白 似乎 是 可 交换 的 。 例 如 ， 哺 乳 动 物 H3. 1 和 H3. 2 仅 差 一 个 氨基 
酸 ， 而 且 不 清楚 是 否 给 这 两 种 变 体 带 来 不 同 的 生物 学 属性 。 为 在 S 期 置信 大 量 常规 组 全 
白 ， 组 蛋白 多 基因 的 存在 是 真 核 生 物 基因 组 的 典型 特征 。 普 遍 存 在 和 占 绝对 多 数 的 常规 
S 期 组 蛋白 导致 了 对 组 蛋白 变 体 的 忽视 ， 直 到 最 近 才 得 到 改善 。 

对 组 蛋白 变 体 兴趣 的 复兴 部 分 来 自 于 认识 到 它们 不 同 于 常规 S 期 组 蛋白 ， 可 以 带 来 
染色 质 的 显著 分 化 。 一 点 不 同 在 于 它们 置 入 染色 质 的 方式 。 复 制 耦 合 组 装 在 基因 组 范围 
内 把 新 核 小 体 装 入 旧 核 小 体 间 的 空缺 位 置 ， 而 复制 非 依赖 性 组 装 涉及 所 在 处 核 小 体 或 其 
亚 基 的 置换 (Marzluff et al. 2002) 。 因 此 ， 复制 非 依 赖 性 组 装 可 以 通过 用 变 体 替换 常 
规 组 蛋白 ， 以 切换 染色 质 状态 。 将 一 个 组 蛋白 加 以 替换 也 可 以 同时 擦 除 或 改变 翻译 后 修 
饰 的 模式 。 因而， 复制 非 依赖 性 组 装 有 可 能 重 置 由 组 蛋白 及 其 修饰 介 导 的 表 观 遗传 学 状 
态 。 近 来 对 组 蛋白 变 体 及 其 置 人 进程 的 研究 引发 了 对 表 观 遗传 信息 承继 和 重 塑 的 新 理 
解 。 以 下 ， 我 们 讨论 特定 组 蛋白 变 体 的 一 些 方面 ， 这 些 方面 都 对 染色 质 分 化 有 作用 而 且 
可 能 涉及 表 观 遗传 信息 的 传递 。 


5. 着 丝 粒 被 一 个 特定 的 H3 变 体 标记 
着 丝 粒 是 真 核 生物 染色 体 的 定义 性 特征 ， 是 有 丝 分 裂 纺锤 体 微 管 结合 位 点 。 酿 酒 本 


$ (Saccharomyces cerevisiae ) 着 丝 粒 最 早 在 分 子 细节 上 得 以 描述 ， 其 上 125bp 是 着 丝 
粒 形 成 的 必要 和 充分 条 件 (Amor et al. 2004a) 。 尽 管 如 此 ， 植 物 和 动物 的 着 丝 粒 很 个 


表 观 遗传 学 


一 样 ， 一 般 含 有 上 兆 个 碱 基 的 短 重复 序列 。 不 同 于 酿酒 酵母 ， 这 些 复杂 的 着 丝 粒 DNA 
序列 的 作用 并 不 确定 ， 因为 功能 完全 的 人 的 新 着 丝 粒 在 完全 缺乏 类 似 着 丝 粒 重复 序列 的 
腊 位 区 域 也 能 自动 形成 〈 图 13-4) 。 Daa DNA 在 决定 着 丝 粒 位 置 时 
的 直接 作用 〈 见 第 6 章 )。 





图 13-4 人 新 着 丝 粒 〈 箭 头 所 指 ) 缺少 着 丝 粒 的 a 卫星 DNA， 但 是 含有 CENP-A 和 异 染 色 质 
绿色 的 抗 CENP-A 染色 和 红色 的 抗 CENP-B (标记 a 卫星 DNA〉 确 定 了 一 个 第 四 号 染色 体 的 新 生 着 丝 粒 缺少 a 
卫星 DNA《 主 图 )。 该 染色 体 在 其 他 方面 是 正常 的 ， 已 经 在 正常 个 体内 至 少 有 丝 分 裂 三 代 了 。 小 图 显示 抗 HPI 
染色 ， 表 明 在 缺少 卫星 DNA 的 情况 下 ， 异 染色 质 依然 形成 于 新 着 丝 粒 周围 (经 许可 重印 自 Amor et al. 2004b 
[国家 科学 院 ])。 | 


对 看 丝 粒 特征 和 继承 性 的 一 个 重要 见解 来 自 组 蛋白 H3 变 体 CENP-A ( 题 图 ) 的 鉴 
定 。CENP-A 特异 性 位 于 着 丝 粒 并 且 替 换 了 核 小 体 中 H3 的 位 置 (Palmer et al. 1991). 
值得 一 提 的 是 ， 在 精子 发 生 时 组 蛋白 转换 为 精 蛋白 的 过 程 中 ， 尽 管 几 乎 所 有 其 他 组 蛋白 
都 丢失 了 ，CENP-A 依然 和 着 丝 粒 相 结合 (Palmer et al. 1990), CENP-A 研究 中 的 这 
个 早期 发 现 暗示 CENP-A 可 能 是 雄性 基因 组 中 着 丝 粒 特性 的 一 部 分 。 这 一 见解 的 普遍 
性 并 没有 得 到 充分 肯定 ， 直 到 发 现 相 对 于 DNA 序列 ，CENP-A 是 一 个 更 好 的 着 丝 粒 标 
wW (Amor et al. 2004a), mi H. CENP-A 的 对 应 物 在 所 有 真 核 生 物 基 因 组 中 都 能 找到 
(图 13-5) (Malik and Henikoff 2003)。 因 此 ， 虽 然 酿酒 酵母 的 着 丝 粒 由 125bp 的 共有 
序列 决定 ， 该 位 置 也 是 含有 Cse4 着 丝 粒 (CenH3〉 变 体 的 着 丝 粒 核 小 体 所 在 处 。 异 殖 
HERE (Schizosaccharomyces pombe) 中 ，CenH3 核 小 体 阵 列 占据 着 两 侧 均 为 时 异 染色 质 
特性 的 H3 核 小 体 的 着 丝 粒 中 央 核 心 区域 (Amor et al，2004a) 。 在 果 蝇 和 痊 椎 动物 中 ， 
CenH3 和 H3 阵列 交替 分 布 ， 展 示 一 种 独特 的 组 蛋白 修饰 模式 (Sullivan and Karpen 
2004) 。 这 种 差异 可 能 是 因为 着 丝 粒 只 占据 了 中 期 染色 体 着 丝 粒 压缩 区 域 的 外 侧 边 缘 
( 题 图 )。 这 和 线虫 中 观察 到 的 “全 着 丝 粒 ”染色 体 一 致 ， 其 中 微 管 广 泛 接触 后 期 染色 
体 ， 而 CenH3 则 沿 着 染色 体 分 布 在 引导 侧 (图 13-5 右 侧 ) (Malik and Henikoff 2003), 
的 确 ， 在 所 有 检查 过 的 真 核 生 物 中 ， 独 特 的 CenH3 变 体 精确 的 标记 了 着 丝 粒 。 这 种 显 
车 的 普遍 性 和 所 有 真 核 生 物 中 完成 有 丝 分 裂 时 着 丝 粒 的 存在 ， 提 出 了 这 样 一 个 可 能 性 ， 
最 初 的 常规 H3 起 源 于 CenH3。 
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图 13-5 ”模式 真 核 生 物 中 的 着 丝 粒 H3 变 体 
E) 人 染色 体 经 抗 着 丝 粒 特异 性 组 蛋白 H3 变 体 CENP-A 染色 绿色) 和 标记 a 卫星 DNA 的 抗 CENP-B 染色 
(红色 ) (Peter Warburton 许可 图 片 )。 (中 ) 黑 腹 果 蝇 抗 CenH3 抗体 《红色 〉 染 出 了 中 期 染色 体 以 及 整个 间 期 
的 着 丝 粒 (Suso Platero 许可 图 片 )。 CE) 线虫 抗 CenH3 pik GRE) 染 出 了 前 期 染色 体 从 一 端 一 直 延 续 到 用 
一 端的 全 着 缘 粒 (红色 ) (Landon Moore 许可 图 片 )。 : 


多 种 真 核 生 物 中 的 遗传 学 实验 证 明了 CenH3 在 动 粒 形成 和 染色 体 分 离 中 的 重要 性 
(Amor et al. 2004a) 。 因 为 CenH3 在 整个 细胞 周期 中 都 留 在 原 位 ， 它 们 形成 了 有 丝 分 
裂 和 减 数 分 裂 中 其 他 动 粒 蛋白 组 装 的 基础 〈 见 第 6 章 )。 染 色 体 研究 中 一 个 未 解决 的 问 
题 是 这 些 蛋白 如 何 连接 着 丝 粒 和 纺锤 体 微 管 ， 形 成 可 以 支撑 后 期 染色 体 分 开 时 作用 于 动 
粒 的 强大 拉力 的 结构 。 在 酵母 中 已 发 现 有 几 十 种 动 粒 特有 蛋白 〈 详 见 第 6 章 )， 虽然 并 
不 清楚 它们 如 何 与 含 CenH3 核 小 体 以 及 CENP-C 等 其 他 结构 蛋白 作用 。 必 一 挑战 来 目 
如 何 描述 将 CenH3 装 和 人 核 小 体 的 进程 。 着 丝 粒 只 是 染色 质 总 量 一 小 部 分 的 事实 妨碍 了 
用 生化 手段 研究 这 个 突出 的 问题 ， 但 是 我 们 期 望 技术 进步 会 带 来 对 动 粒 结构 和 动态 的 更 
好 理解 。 

CenH3 的 进化 不 同 于 任何 其 他 的 组 蛋白 类 型 。 尽 管 组 蛋白 H3 的 序列 基本 不 变 ， 
这 反映 自然 选择 对 每 个 残 基 超 乎 寻常 的 纯化 能 力 ， 但 是 CenH3 进化 很 快 ， 特 别 是 在 植 
物 和 动物 品系 中 (Malik and Henikoff 2003) 。 从 氨基 端 尾巴 看 来 最 为 明显 ， 不 同 分 类 
学 群 组 的 CenH3 长 度 和 序列 相差 如 此 之 大 以 至 于 无 法 放 在 一 起 进行 比 对 。 甚 至 CenH3 
的 组 蛋白 折 释 结构 域 的 进化 速度 也 比 H3 的 高 几 个 数量 级 。 是 什么 原因 导致 作用 于 着 丝 
粒 的 H3 和 作用 于 其 他 地 方 的 H3 之 间 有 如 此 惊人 的 进化 差异 ? 

果 蝇 和 拟 南 芥 CenH3 基因 快速 进化 的 区 域 显 示 出 远 高 于 预期 的 核 苷 酸 替 换 频 率 
(Malik and Henikoff 2003) 。 这 是 适应 性 进化 的 典型 特征 。 在 植物 和 动物 中 另 一 个 主要 
的 着 丝 粒 结构 蛋白 ，CENP-C， 亦 可 见 适 应 性 进化 (Talbert et al. 2004), RREA W 
传 冲突 的 基因 中 ， 如 宿主 和 寄生 者 之 间 的 军备 竞赛 ， 适 应 性 进化 已 被 广 为 报 道 ， 但 
CenH3 和 CENP-C 是 所 有 物种 中 已 知 的 具 适 应 性 进化 的 单 拷贝 基因 中 仅 有 的 必需 基因 e 
在 CenH3 和 CENP-C 中 ， 适 应 性 进化 的 区 域 对 应 于 DNA 结合 和 定位 区 域 。 这 暗示 主 
要 着 丝 粒 结合 蛋白 向 进化 中 的 着 丝 粒 DNA 适应 ， 以 允许 着 丝 粒 区 域 染 色 体 结合 保守 的 
动 粒 装置 ， 从 而 连接 到 纺锤 体 微 管 。 有 人 提出 在 肉 性 减 数 分 裂 时 ， 着 丝 粒 相互 竞争 以 进 
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人 卵子 而 非 作 为 极 体 被 丢失 (Talbert et al. 2004), 为 了 实现 着 丝 粒 的 扩张 ， 会 发 生 军 
备 竞赛 ， 可 能 是 通过 不 对 称 姐妹 染色 单 体 交 换 。 通 过 CenH3 和 CENP-C 对 这 个 减 数 分 
发 驱动 过 程 的 主体 性 抑制 导致 在 DNA 作用 区 域 更 多 的 替换 变化 。 在 酿酒 酵母 等 没有 机 
会 进行 着 丝 粒 竞争 的 生物 中 ， 不 存在 这 种 着 丝 粒 扩张 倾向 ， 这 可 能 是 它们 着 丝 粒 小 而 且 
CenH3 和 CENP-C 蛋白 经 过 了 很 强 选择 的 原因 。 | | 

所 以 ， 我 们 看 到 着 丝 粒 这 基因 组 中 特殊 的 区 域 由 个 组 蛋 自 变 体 家 族 得 以 区 分 ， 
其 序列 是 一 场 导 致 着 丝 粒 如 此 复杂 的 军备 竞赛 的 遗迹 。 每 个 细胞 周期 中 将 新 的 CenH3 
核 小 体 组 装 到 着 丝 粒 的 复制 非 依赖 性 RD 组 装 过 程 仍然 未 知 (Amor et al，2004a) 。 
着 丝 粒 核 小 体 显著 地 缺少 序列 特异 性 ， 但 是 它们 不 仅 可 以 忠实 地 定位 到 完全 不 同 于 着 丝 
粒 的 新 着 丝 粒 (图 13-4), ， 而 且 酵 母 同 源 物 Cse4 可 以 有 效 地 功能 性 替换 人 的 CENP-A 
(Wieland et al. 2004) (这 两 者 均 无 适应 性 进化 ; Talbert et al. 2004) 。 数 千 万 年 来 ， 我 
们 的 着 丝 粒 异乎 寻常 的 留 在 同一 位 置 ， 却 没有 任何 明显 的 维持 这 一 过 程 的 决定 序列 。 考 
虑 到 表 观 遗传 学 指 的 是 不 依赖 于 DNA 序列 的 继承 性 ， 着 丝 粒 位 置 的 长 久 继承 是 可 想象 
的 最 极端 形式 。 然 而 ， 我 们 仍然 在 寻找 一 种 机 理 以 解释 它们 如 何 能 在 哪怕 一 个 细胞 周期 
中 得 以 维持 (第 14 章 会 更 深入 讨论 ) 


6. 置换 性 组 蛋白 变 体 H3. 3 存在 于 活跃 的 染色 质 区 域 


和 着 丝 粒 一 样 ， 转 录 活 路 的 染色 质 被 认为 通过 表 观 遗传 得 以 维持 ， 而 活 牙 染色 质 富 
含 一 种 H3 变 体 ，H3. 3(Henikoff and Ahmad 2005), H3.3 序列 上 非常 类 似 常 规 的 
H3， 只 相差 四 个 氨基 酸 。 如 此 少 的 区 别 ， 可 能 会 让 人 以 为 这 两 种 形式 是 可 以 互 换 的 。 
尽管 如 此 ， 在 果 蝇 中 ，H3. 3 通过 复制 耦合 或 复制 非 依赖 性 核 小 体 组 装 完成 置 人 ， 而 
H3 只 通过 复制 耦合 的 形式 在 复制 叉 处 置 人 。 这 两 个 变 体 间 的 差别 由 其 蛋白 本 身 所 编 
码 ，H3 和 H3. 3 之 间 四 个 区 别 中 的 三 个 显然 和 阻止 H3 以 复制 非 依 赖 性 方式 组 装 有 关 
Co 螺旋 2 中， 图 13-2)。 可 溶性 的 人 组 装 复合 物 的 纯化 确定 了 这 两 种 形式 介入 不 同 的 组 
装 进程 ，H3. 1 在 复制 耦合 组 装 中 和 CAF-1 共 纯 化 ， 而 H3. 3 和 其 他 成 分 包括 Hira 共 
纯化 出 来 ， 参 与 RI 组 装 。 

虽然 四 个 氨基 酸 的 差异 看 起 来 显得 很 不 显著 ， 但 考虑 到 人 ， 果 蝇 和 蛤 具有 相同 的 
H3. 3 序列 时 ， 这 些 与 H3 的 差异 显得 非常 突出 。 种 系 发 生 分 析 显 示 H3/H3. 3 在 植物 、 
动物 /真菌 、 鞭 毛虫 和 孢子 虫 的 真 核 进化 中 ， 至 少 有 四 次 独立 的 进化 (Malik and Heni- 
koff 2003) 。 尽 管 有 着 不 同 于 动物 和 真菌 的 来 源 ， 动 物 中 的 H3/H3. 3 对 和 植物 中 〈 称 





RI 亚 型 为 H3. 3) 的 惊人 的 相似 。 在 果 蝇 中 妨碍 RI 置 人 的 同一 氨基 酸 秘 也 在 植物 中 发 
现 并 存在 差异 ， 同 时 动物 中 剩余 的 区 别 点 (H3 第 31 位 是 Ala， 而 H3. 3 是 Ser 或 Thr) 
也 存在 于 植物 中 。 真 菌 特别 的 有 趣 。 祖 上 ， 它 们 含有 H3 和 H3. 3; Rit, TRA, 4 
括 酵 母 和 霉菌 (mold), BAS H3。 因 此 ， 动 物 中 最 引 人 注 目的 H3 专 一 性 RC 形式 甚 
至 不 存在 于 酵母 中 。 

对 整个 染色 质 中 H3.3 WAR RHA ETARE (Henikoff and Ahmad 
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2005)。 尽 管 如 此 ， 在 组 蛋白 修饰 可 以 把 活跃 和 沉默 染色 质 区 分 开 这 一 现象 极 大 的 兴奋 
了 染色 质 领域 的 时 期 ， 各 种 因素 使 H3. 3 这 种 潜在 的 活跃 染色 质 “ 标 记 ” 显 得 含糊 和 难 
于 理解 。 首 先 ， 没 有 已 有 抗体 可 以 有 效 区 分 染色 质 中 的 H3 和 H3. 3(87~90 位 在 核 小 
体 中 被 DNA 螺旋 覆盖 ) ， 而 针对 许多 不 同 翻译 后 修饰 的 优秀 抗体 都 已 经 有 了 。 另 外 ， 
H3 和 H3. 3 间 看 上 去 细微 的 差异 并 未 暗示 其 能 给 染色 质 带 来 质 的 区 别 ， 而 组 蛋 日 修饰 
则 主要 发 生 在 已 知 影响 染色 质 相 互 作用 或 结合 染色 质 相 关 和 蛋白 的 末端 赖 氨 酸 上 。 四 膜 虫 
中 ，S 期 H3 可 以 替换 其 对 应 的 置换 形式 ， 这 确认 了 这 两 种 H3 亚 型 可 以 互 换 的 认识 。 
最 后 ， 影 响 广泛 的 “组 蛋白 密码 ”假说 把 核 小 体 想 象 为 染色 质 分 化 时 修饰 酶 的 固定 靶 标 
(Jenuwein and Allis 2001) 。 但 是 ， 越 来 越 明 显 的 是 ， 染 色 质 是 高 度 动态 的 ， 即 便 异 染 
色 质 结合 蛋白 的 结合 时 间 也 只 有 一 分 钟 或 更 短暂 (Phair et al. 2004), (FIR RE 
因 的 染色 质 处 于 持续 的 动态 ， 伴 有 连续 的 组 重 日 置换 〈Henikoftt and Ahmad 2005)。 
H3 和 H3. 3 之 间 的 三 个 主要 区 别 使 H3. 3/H4 ~ RAMA RI 组 装 的 底 物 ， 而 RI 组 装 
本 身 对 染色 质 影响 深远 。 这 一 进程 的 结果 是 ， 活 跃 转 录 的 区 域 被 H3. 3 tric (Al 13-6). 
该 进程 证 据 来 自在 RNA RAB I 1 和 II 转录 的 基因 座 ， 第 9 位 赖 氨 酸 甲 基 化 的 H3 被 复 
制 非 依 赖 性 CRI 置换 成 加 标签 的 H3. 3(Schwartz and Ahmad 2005). 





图 13-6 H3. 3 倾向 于 分 布 在 果 蝇 多 线 染 色 体 的 活 既 转录 区 域 
(E) DAPI 染色 (红色 ) 显示 DNA 带 型 模式 。 (中 ) H3. 3-GFP (绿色 ) 位 于 间 带 〈interband) ， 指 示 
RNA ZOM UMS. H) 礁 加 以 后 的 效果 〈 经 许可 重印 自 Schwartz and Ahmad 2005)。 


活跃 基因 座 处 染色 质 的 动态 天 性 导致 原 有 组 蛋白 修饰 的 去 失 。 这 提供 了 一 个 可 能 的 
方法 ， 解释 H3K9 和 H3K27 高 度 甲 基 化 (通常 和 沉默 染色 质 相关 的 组 蛋白 修饰 的 沉 
默 染 色 质 如 何 能 被 激活 。 研 究 显示 组 蛋白 上 的 甲 基 和 组 蛋白 本 身 一 样 稳定 (Waterborg 
1993) ， 虽 然 最 近 发 现 的 单 和 双 甲 基 化 H3K4 特异 性 去 甲 基 化 酶 (Shi et al. 2004) 说 明 
组 蛋白 上 某 些 甲 基 可 以 通过 酶 促 反 应 被 移 除 。 大 体 上 ， 组 蛋白 共 价 修饰 模式 可 能 来 目 组 
蛋白 被 组 装 时 它们 上 面 的 既 有 修饰 。 这 样 说 来 ， 修 饰 酶 会 跟随 着 组 装 装置 ， 并 可 能 进而 
促进 这 一 进程 (Henikoff and Ahmad 2005). 

这 一 动态 组 装 模 型 预测 富 集 于 活跃 染色 质 的 组 蛋白 修饰 也 应 该 富 集 于 H3. 3， 在 植 
物 和 动物 中 对 总 H3 和 H3. 3 上 修饰 的 测量 数据 正 是 如 此 。 更 进一步 ， 从 这 一 模型 出 
发 ， 预 期 H3 和 H4 乙醚 化 以 及 H3K4 和 H3K79 的 甲 基 化 相互 之 间 会 有 很 强 的 相关 性 ， 
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正如 在 多 种 系统 中 所 观察 到 的 (ONeill et al. 2003; Kurdistani et al. 2004; Schubeler 
et al，2004)。 最 后 ， 活 路 基因 处 动态 的 复制 非 依 赖 性 CRD 组 装 可 以 解释 为 何 CAF-1 
突变 引起 沉默 作用 的 减弱 (Loyola and Almouzni 2004): RAHA 10% 的 酵母 基因 组 被 
认为 处 于 沉 黑 状态， 而 这 可 能 是 酵母 基因 组 中 仅 有 的 不 处 在 动态 替换 中 的 部 分 。 缺 少 
CAF-1 SHS HBA (RO 组 装 的 情况 下 ，RI 组 装 会 发 生 在 整个 酵母 基因 组 ， 激 活 
原来 沉默 的 区 域 。 可 能 在 多 细胞 动物 中 出 现 某 种 专 一 于 RC 组 装 的 H3 变 体 是 一 种 适应 
的 结果 : 以 在 细胞 中 保持 大 部 分 染色 质 处 于 表 观 遗传 沉默 状态 。 

被 不 同 修饰 的 H3. 3。H4 二 聚 体 置换 暗示 了 一 个 在 分 裂 细 胞 中 继承 活跃 染色 质 的 
简单 模型 (Henikoff and Ahmad 2005)。 通 过 RC 组 装 装 人 的 常规 核 小 体 ， 与 原 有 RI 
组 六 核 小 体 混 杂 后 ， 活 路 染色 质 在 这 种 稀释 后 仍 保持 活跃 ， 只 要 这 些 混杂 的 核 小 体 没有 
阻碍 转录 起 始 和 延伸 等 活 牙 进程 。 转 录 活 性 的 继续 会 在 下 一 细胞 周期 恢复 染色 质 状态 ， 
维持 发 育 过 程 中 活跃 染色 质 的 永久 延续 。 对 于 CenH3， 该 组 蛋白 变 体 由 一 个 RI 组 装 进 
程 维 持 的 可 能 性 也 存在 ， 因 为 它 能 插入 在 细胞 分 裂 后 期 染色 体 分 离 时 的 张力 下 形成 的 普 
通 核 小 体 间 的 空 除 中 。 

当 细 胞 脱离 细胞 周期 开始 分 化 ， 它 们 不 再 产生 或 装 人 S 期 组 蛋白 ， 同 时 H3. 3 开始 
累积 。 例 如 ，400 天 大 鼠 的 大 脑 中 ，H3. 3 占 到 了 H3 总 量 的 87%(Henikoff and Ahmad 
2005) 。 染 色 质 这 种 逐渐 的 替换 有 无 功能 意义 尚 不 清楚 。 我 们 同样 不 知道 这 个 允许 替换 
发 生 的 主动 过 程 是 否 和 转录 活跃 基因 座 处 发 生 的 一 样 。 一 种 可 能 性 是 ， 经 过 的 RNA R 
合 酶 或 者 染色 质 重 塑 装置 对 染色 质 的 打开 引起 了 所 在 处 核 小 体 的 解 开 和 H3. 3，H4 二 聚 
体 的 偶然 丢失 (图 13-7)。 紧 随 着 聚合 酶 会 发 生 核 小 体 的 重组 装 ， 通 过 HirA 复合 物 用 
H3. 3。H4 二 聚 体 蔡 换 丢失 的 二 育 体 。 只 有 当 聚 合 酶 分 布 太 紧密 而 不 能 发 生 组 装 时 ， 核 
小 体 才 会 被 完全 人 解 开 。 | 





图 13-7 复制 非 依赖 性 置换 或 交换 的 模型 
一 个 大 的 分 子 机 器 (SWRI 复合 物 或 RNA 率 合 酶 I 〉 在 行进 中 部 分 或 完全 解 开 核 小 体 。 结 果 
可 能 是 异 源 二 聚 体 亚 基 被 保留 ， 例 如 FACT 介 导 的 将 H2A。H2B 从 RNA 聚合 酶 之 前 转移 到 
后 方 (Formosa et al. 2002; Belotserkovskaya et al，2003) ， 也 可 能 是 异 源 二 聚 体 丢失 。 在 后 一 
种 情况 中 ， 染 色 质 修复 由 H2AZ， H2B (上 ) 或 H3.3。H4 CP) 补充 丢失 的 二 聚 体 。 
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7. H2AX 的 磷酸 化 在 DNA 双 链 断裂 修复 中 具有 功能 


所 有 真 核 生物 组 蛋白 H2A 也 是 由 不 同 变 体 组 成 的 一 个 家 族 。 变 体 H2AX 的 特征 是 
小 基 疹 氨基 酸 序列 ，SQ(GE 或 DJ@，@ 代表 一 个 朴 水 氨基 酸 。 该 序列 模块 中 的 丝氨酸 是 
秋 酸 化 位 点 ， 产 生 一 个 修饰 后 被 称 为 “7YH2AX” 的 和 蛋白。 染色 质 的 动态 属性 ， 和 
H2AX 磷酸 化 ， 在 DNA 双 链 断裂 时 尤为 明显 (Morrison and Shen 2005), 。 即 使 单个 双 
链 断 裂 也 可 能 致死 ， 这 使 得 该 损伤 需要 马上 被 修复 以 恢复 双 螺旋 的 连续 性 。 双 链 断裂 的 
检测 发 生 在 其 形成 的 一 分 钟 左 右 ， 这 随即 触发 断裂 位 置 紧 连 处 的 H2AX 快速 磷酸 化 。 
该 磷酸 化 由 类 磷酸 肌 醇 3 激酶 激酶 (PI3K-like kinase) 家 族 成 员 完成 。 在 这 一 起 始 事 
件 之 后 ，H2AX 的 磷酸 化 沿 着 染色 体 快速 蔓延 ， 标 记 了 断裂 处 附近 相对 大 的 一 个 染色 
质 区 域 。 最 后 ， 双 链 断 裂 最 终 通 过 同 源 重 组 或 非 岗 源 性 未 端 连接 完成 修复 ， 然 后 磷酸 化 
标记 被 去 除 。 o 

H2AX 磷酸 化 并 非 双 链 断 裂 的 检测 或 修复 所 必需 的 ， 因 为 该 基因 的 删除 或 者 目标 
丝氨酸 残 基 的 突变 并 不 终止 修复 。 但是， 由 于 这 些 突变 体 修复 效率 降低 ， 且 对 放射 性 伤 
害 和 基因 毒性 物质 超 敏感 ，H2AX 并 不 仅仅 是 一 个 损伤 的 标记 。 现 在 认为 H2AX 在 双 
链 损伤 修复 中 至 少 以 两 种 方式 起 作用 。 首 先 ， 它 可 能 帮助 招募 或 保持 在 断裂 处 修复 所 需 
的 蛋白 (Morrison and Shen 2005) 。 其 次 ， 它 可 能 通过 募集 黏 结 蛋 白 ， 一 个 保持 姐妹 染 
色 单 体 在 一 起 的 蛋白 复合 物 ， 稳 定 断 裂 点 旁边 的 染色 质 (Lowndes and Toh 2005). 

H2AX 的 进化 与 其 他 组 蛋白 变 体 不 同 。 虽 然 几 乎 所 有 真 核 生 物 中 都 有 一 个 H2AX 
基因 ,但 是 它 具 有 多 个 相对 近 的 起 源 (Malik and Henikoff 2003), fla, F oR 
(Drosophila) 中 发 现 的 H2AX hr 4A el F 5 — Fh GHA BE BX (Anopheles) 中 的 。 
有 可 能 ， 从 常规 的 H2A 进化 出 一 种 新 H2AX 仅仅 是 那个 SQ CER D) 8 模块 带 来 的 
结果 。 在 常规 H2A 的 羧基 端 进 化 出 这 样 一 个 模块 大 概 在 进化 历程 中 重复 发 生 过 。 因 新 
版 H2AX 的 产生 导致 原 有 H2AX 的 丢失 可 能 是 因为 H2AX 需要 均一 化 分 布 所 造成 的 ， 
因为 双 链 断 裂 可 以 发 生 在 基因 组 的 任何 位 置 。 如 果 一 个 已 有 HAX 基因 发 生 窗 变 ， 使 
得 它 和 常规 H2A 差异 过 大 而 导致 其 组 装 效率 降低 或 不 均一 ， 则 会 有 很 强 的 选择 压力 将 
其 蔡 换 为 更 类 似 于 常规 H2A 的 版 本 。 该 原理 有 助 于 解释 果 蝇 H2AX 的 例外 情况 。 和 其 
他 动物 不 一 样 ， 它 不 是 来 自 H2A， 而 是 来 自 挺 远 的 H2AZ HA GRIF). WREEK 
为 H2AX 仅仅 是 在 核 小 体 中 占据 H2A 的 位 置 并 且 具 有 可 磷酸 化 的 羧基 末端 模块 ， 
H2AZ 也 可 以 具有 这 种 能 力 。 

双 链 断裂 修复 显然 是 H2AX 磷酸 化 的 普遍 功能 ， 而 且 似 乎 这 个 进程 没有 涉及 稳定 
的 表 观 遗传 学 因素 。 但 是 ， 不 含 HAX 的 小 鼠 是 不 育 的 ， 同 时 哺乳 动物 精子 发 生 的 细 
胞 学 检测 显示 一 个 惊人 的 表 观 遗传 特征 ， 就 是 XY 二 价 体 上 的 H2AX 被 特异 性 磷酸 化 
(图 13-8) (Fernandez-Capetillo et al. 2003 )。 该 染色 体 对 位 于 减 数 分 型 前 期 一 个 叫做 
“性 体 (sex body)” 的 部 位 上 ， 其 在 雄性 减 数 分 裂 过 程 中 可 能 涉及 性 相关 基因 的 沉默 。 
H2AX 磷酸 化 是 正常 性 体形 成 所 必需 的 ， 且 缺乏 H2AX 的 精 母 细胞 无 法 配对 或 浓缩 ， 
进而 无 法 在 减 数 分 裂 中 失 活 X 和 YY 的 基因 。XY 二 价 体 的 磷酸 化 不 同 于 双 链 断裂 处 的 
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进程 。 性 体 处 的 XY 磷酸 化 不 需要 断裂 的 存在 ， 而 最 显著 地 发 生 在 染色 体 的 未 配对 区 
域 。H2AX 为 何 靶 向 地 发 生 在 未 配对 染色 体 的 机 理 ， 以 及 这 一 事件 如 何 导 致 浓缩 ， 配 


对 和 沉 轰 尚 不 清楚 。 尽 管 如 此 ， 推 测 该 作用 可 能 与 其 招募 及 结合 黏 结 蛋白 的 能 力 有 关 是 
一 有 趣 的 想法 。 


H2AX™* 


H2AX~ 





图 13-8 ”精子 发 生 粗 线 期 显示 性 体形 成 对 H2AX 的 依赖 性 
正常 哺乳 动物 精 母 细胞 中 ， 一 种 称 为 性 体 〈sex body) 的 核 结 构 (箭头 ， 右 侧 绿 色 标示 〉 围 绕 着 未 配对 的 XY 二 价 
体 ( 标 示 于 左 侧 )。 细 胞 接合 丝 复 合 物 顺 着 配对 的 染色 体 分 布 (红色 )。H2AX 通常 富 含 于 性 体 CH2AXt/+), 在 
HAX 的 精 母 细胞 中 ， 性 体 不 会 形成 且 一 个 性 体 抗原 决定 簇 会 分 散 到 各 常 染色 体 中 〔( 右 下 图 )。 标 尺 为 10km。 
图 片 经 Shantha Mahadevaiah and Paul Burgoyne 人 允许 使 用 (Fernandez-Capetillo et al. 2003), 


对 组 蛋白 变 体 兴趣 的 复兴 特别 体现 在 H2AZ (或 H2A. Z) (Kamakaka and Biggins 
2005)。H2AZ 几乎 是 普遍 存在 的 ， 它 在 真 核 生 物 进 化 的 早期 分 化 自 一 种 祖先 H2A。 与 
这 种 独立 的 世系 相 一 致 ， 酿 酒 酵母 和 果 蝇 中 的 遗传 实验 显示 组 蛋白 H2A 和 H2AZ 都 进 
化 以 完成 独立 的 非 重 登 的 功能 。H2AZ 对 多 数 生物 是 一 种 必需 组 和 蛋白， 从 鞭毛 原生 动物 
到 哺乳 动物 。 尽 管 如 此 ， 芽 殖 和 裂 殖 酵母 中 ，H2AZ 的 删除 产生 可 存活 的 细胞 ， 虽 然 完 
全 突变 体 有 多 种 表 型 。 这 些 表 型 促进 了 在 醇 母 中 对 H2AZ 的 遗传 学 和 生化 特性 的 描述 。 

目前 测试 过 的 多 数 生物 中 ，H2AZ 大 约 占 总 H2A 的 10%。 它 广泛 但 并 非 均 一 的 分 
布 在 染色 体 上 。 这 在 果 蝇 多 线 染 色 体 上 可 以 很 好 的 看 到 ， 体 现在 所 呈现 的 一 种 特殊 带 
型 。 使 用 酵母 和 小 鼠 细 胞 的 染色 质 免 疫 共 沉 淀 实验 结果 与 这 种 带 型 结果 一 致 。 虽 然 
H2AZ 倾向 分 布 于 酵母 基因 的 启动 子 区 域 ， 这 种 特异 性 并 不 适用 于 所 有 的 2 AZ 存在 
位 点 。 果 蝇 中 ，H2AZ 定位 和 基因 表达 之 间 没 有 清楚 的 关系 。 因 此 ， 尽 管 H2AZ BA 
的 机 理 是 已 知 的 (讨论 如 下 ),， 但 目前 并 不 了 解决 定 其 集中 在 何 处 的 规则 是 什么 。 

多 种 观察 指出 H2AZ 在 调控 基因 表达 上 有 重要 作用 (Kamakaka and Biggins 
2005) 。 了 酿酒 酵母 的 突变 分 析 显 示 H2AZ 的 功能 与 两 类 不 同 的 基础 转录 因子 部 分 重 又 ， 
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分 别 是 核 小 体重 塑 复合 物 Swi/Snf 和 组 蛋白 修饰 复合 物 SAGA。 尽 管 单独 的 H2AZ， 
Swi/Snf 或 SAGA 功能 的 缺失 都 不 致死 ， 两 条 通路 的 任何 组 合 的 同时 缺失 都 是 致死 的 。 
其 他 遗传 学 和 生化 实验 暗示 这 些 角色 包括 转录 起 始 和 延伸 中 的 功能 〈 详 见 第 10 章 ) 。 而 
H, H2AZ 置 人 的 平衡 因 其 抗 沉默 因子 的 角色 而 联系 到 了 表 观 遗传 学 。H2AZ 基因 的 删 
除 导致 沉默 染色 质 从 端 粒 往 内 部 延伸 ， 而 这 一 缺陷 可 以 通过 其 他 沉默 因子 基因 的 删除 而 
得 到 抑制 (E 13-7)( 见 第 4 章 )。 删 除 H2AZ 基因 对 总 体 基因 表达 的 影响 已 经 用 酵母 
基因 必 斤 分 析 过 。 虽 然 H2AZ 缺失 突变 体 中 大 部 分 调控 基因 表达 量 降低 ， 有 相当 一 些 
基因 的 表达 量 增加 。 由 于 还 不 清楚 哪些 变化 反映 了 直接 调控 而 哪些 是 间接 的 ，H2AZ 核 
小 体 可 能 同时 正 各 和 负 向 调控 基因 表达 。 进 一 步 ， 我 们 也 不 知道 H2AZ 在 转录 和 蜡染 
色 质 中 的 多 种 角色 是 来 目 一 种 统一 的 机 理 还 是 更 复杂 的 多 种 通路 的 组 合 。 

与 酿酒 酵母 中 的 现 有 图 景 相 反 ， 哺 乳 动物 细胞 中 H2AZ 倾 回 于 分 布 在 异 染 色 质 区 
域 。 确 实 ，HR2AZ AIRY AAAS EA (Heterochromatin-associated Protein 1, HP1) 
间 有 物理 作用 (Fan et al，2004) 。 尽 管 这 可 能 暗示 H2AZ 在 多 细胞 动物 中 沉默 的 作用 ， 
但 是 值得 注意 的 是 果 蝇 异 染 色 质 中 表达 的 那 部 分 基因 是 需要 HP1 参加 的 《Weiler and 
Wakimoto 1995) 。 如 果 哺 乳 动 物 细胞 中 H2AZ 的 定位 反映 一 个 相似 的 进程 ， 那 么 这 个 
变 体 在 酵母 中 已 经 清楚 确立 的 促进 转录 和 持 抗 沉默 的 角色 很 可 能 反映 了 这 个 变 体 普遍 的 
基础 属性 。 

H2AZ 在 染色 体 分 离 的 表 观 遗传 学 中 有 着 其 他 的 角色 。 最 开始 认识 到 的 表 型 之 一 是 
H2AZ 缺失 突变 体 在 裂 殖 酵 母 中 有 减 数 分 裂 染色 体 分 离 缺 陷 。 更 多 近期 的 实验 加 强 了 这 
种 联系 。 哺 乳 动 物 细胞 中 用 RNA 干涉 (RNAi 减少 H2AZ 的 实验 引起 了 着 丝 粒 周围 
HPI 结合 、 基 因 组 不 稳定 和 染色 体 分 离 错误 等 缺陷 (Kamakaka and Biggins 2005) 。 相 
似 的 ， 酿 酒 酵 母 中 H2AZ 缺失 突变 体 显示 减 数 分 裂 染色 体 丢 失 的 增加 ， 且 其 与 编码 着 
丝 粒 和 减 数 分 裂 纺锤 体 组 分 的 基因 间 有 显著 的 遗传 相互 作用 (Krogan et al. 2004). 15 
然 完全 有 可 能 ，H2AZ 对 染色 体 分 离 的 作用 是 它 对 基因 转录 调控 的 结果 。 但 是 ， 一 个 引 
人 注意 的 假设 是 ， 染色 体 分离 的 机 理 已 经 进化 到 不 仅 利 用 H3 变 体 ， 还 利用 H2A 变 体 。 

H2AZ 是 如 何 影 响 转录 、 沉 默 、 异 染色 质 甚至 于 染色 体 分 离 的 呢 ?H2AZ 核 小 体 的 
高 分 辩 率 结构 显示 了 该 变 体 一 些 独特 的 属性 (Suto et al. 2000) 。 与 H2A 核 小 体 相 比 ， 
H2AZ 在 核 小 体 表 面 呈 现 更 大 的 酸性 结构 域 ， 而 这 个 差别 可 能 具有 功能 意义 。 例 如 ， 
“接合 结构 域 ”( 图 13-2) 的 一 部 分 与 组 蛋白 H4 作用 ， 确 定 了 其 在 果 蝇 中 发 挥 功 能 所 必 
需 的 片段 。 进 一 步 ， 突 变 研 究 和 体外 结合 实验 的 结果 认为 这 个 多 出 来 的 酸性 区 域 对 核 小 
体 与 HP1 的 结合 作 主 要 的 贡献 (Dryhurst et al. 2004). RÆ, HP1 含 一 个 chro- 
mo 结构 域 ， 一 种 可 以 结合 甲 基 化 H3 第 9 位 赖 氨 酸 的 蛋白 模块 〈 见 第 3 和 4 章 )。 因 
此 ，H2AZ 也 许 和 H3 甲 基 化 协同 作用 ， 为 染色 质 结合 蛋白 提供 一 个 结合 平台 。 除 了 其 
多 出 来 的 酸性 区 域 ，H2AZ 还 有 在 结构 上 和 一 个 金属 离子 相配 的 一 对 组 氨 酸 残 基 。 这 在 
体内 可 能 提供 了 一 种 H2A 核 小 体 所 没有 的 生理 反应 。 最 后 ， 晶 体 结构 预测 了 一 个 主要 
的 H2A。H2B 二 聚 体 和 一 个 变 体 H2AZ。H2B 二 聚 体 组 成 的 不 对 称 组 蛋白 八 聚 体 。 含 
一 个 H2A。H2B 二 聚 体 加 一 个 H2AZ + H2B 二 聚 体 的 核 小 体会 在 环 1 (Loopl) 〈 图 
13-2) 处 发 生 冲 突 ， 看 起 来 这 在 体内 不 可 能 发 生 。 
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总 之 ，H2AZ 核 小 体 的 这 些 新 特性 指出 该 变 体会 给 染色 质 带 来 独特 的 物理 属性 。 这 
个 预测 得 到 了 实验 的 证 实 。 例 如 ，H2AZ 可 能 稳定 核 小 体内 二 聚 体 与 四 聚 体 间 的 作用 ， 
含 H2AZ 的 核 小 体 阵 列 会 显示 不 同 的 高 级 折 释 和 更 少 的 分 子 间 结合 (Dryhurst et al. 
2004) 。 因 此 ，H2AZ 可 能 以 至 少 三 种 方式 调节 染色 质 功能 。 首 先 ， 它 毫 无 疑问 改变 了 
其 染色 质 环 境 的 物理 属性 ， 进 而 影响 反 式 作 用 因子 的 接触 性 或 活性 。 其 次 ， 如 其 他 组 蛋 
日 ， 氮 基 端 和 羧基 端 结构 域 的 翻译 后 修饰 可 能 提供 特别 的 接合 位 点 给 染色 质 结 合 蛋 白 
(第 3 章 介绍 的 所 谓 反 式 效 应 )， 或 提供 电荷 密度 的 变化 〈 顺 式 效应 ) 。 最 后 ， 它 在 染色 
质 上 受 限 制 和 特异 的 置 人 可 能 将 特殊 的 功能 定位 到 特定 基因 座 。 


9. H2A 变 体 组 装 和 置换 的 蛋白 复合 物 


虽然 H2A 变 体 如 何 作用 等 重要 问题 依然 没有 解决 ， 但 是 最 近 的 研究 已 经 阐述 了 它 
们 装 人 染色 质 的 基础 。 第 一 个 突破 来 自生 化 方法 纯化 出 的 催化 H2AZ。H2B 二 聚 体 装 
入 染色 质 的 复合 物 (Sarma and Reinberg 2005)。 这 个 叫做 SWRI-C 的 多 亚 基 复合 物 ， 
含有 催化 亚 基 蛋白 Swrl, 一 个 SWI/SNF ATP 依赖 性 染色 质 重 塑 蛋白 家 族 的 成 员 。 在 
体内 ，SWR1-C 似乎 专 一 于 这 项 任务 ， 因 为 删除 基因 SWRI 的 效果 类 似 于 删除 基因 
H2AZ 本 身 。 而 且 ，swrl 缺失 突变 体 中 ，H2AZ 在 特定 基因 座 的 倾向 性 分 布 完 全 丢失 。 
在 体外 ， 当 纯化 的 SWR1-C 和 核 小 体 序 列 放 在 一 起 ， 它 能 通过 ATP 依赖 的 反应 将 
H2A。H2B 替换 为 H2AZ。H2B 二 聚 体 〈 图 13-7) 。 这 个 反应 有 趣 的 一 面 来 自 上 文 提 
及 的 对 其 结构 的 一 个 预测 同时 含有 H2A 和 H2AZ 的 核 小 体 是 不 稳定 的 。 因 此 ， 
SWR1-C 介 导 的 二 聚 体 替 换 可 能 是 一 个 协同 反应 ， 其 中 一 个 H2AZ。H2B ZRA 
代 促 进 剩 下 的 H2A. H2B 二 聚 体 的 弹出 和 替换 。 

胃 一 个 多 亚 基 蛋白 复合 物 是 在 果 蝇 中 负责 把 磷酸 化 H2AX 替换 为 未 磷酸 化 分 子 的 
(Morrison and Shen 2005) 。 值 得 一 提 的 是 ， 这 个 叫做 dTip60 的 果 蝇 复合 物 ， 含 有 通常 
见于 两 个 独立 复合 物 的 蛋白 : 前 面 描述 的 ATP 依赖 性 染色 质 重 塑 复合 物 SWR1-C 和 一 
个 带 有 乙酰 化 酶 功能 的 组 蛋白 修饰 复合 物 NuA4/Tip60。 因 此 ， 这 一 个 复合 物 整 合 了 组 
蛋白 乙酰 化 、 核 小 体重 塑 和 组 蛋白 变 体 替 换 。 这 个 组 合 可 能 反应 了 果 蝇 H2AX 也 是 它 
的 H2AZ， 而 其 他 真 核 生物 的 H2AX 则 是 从 常规 H2A 进化 来 的 。 尽 管 有 这 种 差异 ， 有 
理由 相信 基本 通路 是 保守 的 。 酿 酒 酵母 和 哺乳 动物 细胞 中 ，SWR1-C、NuA4/Tip60 和 
另 一 个 ATP 依赖 性 核 小 体重 塑 复合 物 INO80-C 共享 常见 的 亚 基 。 其 中 之 一 是 肌 动 蛋白 
相关 和 蛋白 Arp4。 有 趣 的 是 ，Arp4 CARRS HARRE H2AX 作用 ， 引 起 后 续 
的 NuA4、SWR1 和 INO80 复合 物 的 招募 (Downs et al. 2004)。 这 暗示 了 这 些 复 合 物 
催化 该 物种 中 H2AX 和 H2AZ 的 置换 。 这 一 预测 还 有 待 直接 证 明 。 

染色 质 重 塑 复合 物 专 一 于 复制 非 依赖 性 核 小 体 组 装 ， 这 一 发 现 的 重要 性 不 仅 体 现在 
理解 组 强 白 变 体 如 何 装 和 人 上 ， 还 在 于 其 为 染色 质 重 塑 装置 提供 了 第 一 个 特异 的 体内 功 
能 。 在 这 些 发 现 以 前 ， 我 们 并 不 清楚 为 什么 细胞 拥有 如 此 大 量 的 大 分 子 机 器 来 促进 核 小 
体 的 运动 (Becker and Horz 2002), SWI/SNF ATP 酶 的 多 样 性 像 一 个 恋 ， 如 果 知 道 一 
些 重 塑 机 器 专 一 于 组 装 不 同 的 变 体 进入 核 小 体 或 许 能 更 好 的 加 以 理解 。 也 许 核 小 体 组 装 
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是 一 个 协调 的 过 程 ， 其 中 组 蛋 日 修饰 酶 作用 于 其 底 物 ， 而 ATP 依赖 染色 质 重 塑 蛋白 提 
供 复制 非 依赖 的 替换 过 程 所 需 的 能 量 和 特异 性 。 


s 10. 其他 功能 未 知 的 使 染色 质 具有 差异 的 H2A 变 体 ] 

痊 椎 动物 中 发 生 了 HA 的 进 一 步 多 样 化 . 哺乳 动物 中 ，macroH2A 和 H2A" 
(H2A 巴 氏 小 体 缺 失 ) 代表 独特 的 属 系 ， 似 乎 在 剂量 补偿 的 表 观 遗传 现象 中 起 作用 E 
见 第 17 Æ), macroH2A 之 所 以 有 此 称呼 是 因为 除了 组 蛋白 折 效 结构 域 和 氨基 端 及 拔 基 
端 尾 巴 ， 它 还 含有 一 个 大 的 羧基 端 球 形 结构 域 (Ladurner 2003) 。 考 虑 到 H2A 羧基 端 
尾巴 从 连接 体 DNA 附近 伸 出 来 ， 这 个 球形 结构 域 有 可 能 和 连接 体 、H3 尾巴 或 连接 体 
蛋白 例如 H1 和 高 泳 动 性 蛋白 (high mobility group protein, HMG) 相互 作用 。 只 是 这 
个 相互 作用 是 什么 还 不 清楚 ， 虽 然 一 个 有 趣 的 可 能 性 是 它 具 有 酶 活性 。 由 于 这 个 200 个 
氨基 酸 球 形 结 构 域 与 具有 多 聚 核 背 酸 和 肽 水 解 活性 的 蛋白 的 相似 性 ， 这 种 可 能 性 有 所 增 
加 。 另 一 种 可 能 是 ， 这 个 球形 结构 域 可 能 仅仅 是 转录 起 始 的 一 个 阻碍 ， 这 个 角色 来 自体 
外 实验 中 它 对 转录 因子 结合 的 封闭 作用 带 来 的 瞳 示 (Sarma and Reinberg 2005) 。mac- 
roH2A 的 组 蛋白 折 和 又 结构 域 也 有 不 同 的 属性 ， 因 为 并 没有 染色 质 重 塑 蛋 白 作 用 其 上 。 
这 些 观察 暗示 含 macroH2A 的 核 小 体 移动 性 更 差 因而 可 能 不 利于 活跃 的 转录 。 这 可 能 
是 女性 兼 性 失 活 X 染色 体 中 macroH2A 富 集 于 某 些 分 散 区 域 的 原因 ， 这 些 区 域 和 组 成 
型 异 染 色 质 区 域 交 错 分 布 (图 13-9a) (Chadwick and Willard 2004)。 与 macroH2A 相 
反 ，H2Asm 似 乎 在 巴 氏 小 体 上 无 法 检测 到 ,或 者 是 广泛 分 布 在 核 中 (图 13-9b) (Chad- 
wick and Willard 2001) 。H2Aaa 核 小 体 在 体外 的 表现 和 它 促 进 转录 的 角色 相 一 致 (Sar- 
ma and Reinberg 2005) 。 与 其 他 已 知 H2A 亚 型 相 比 ，H2A 习 进化 迅速 ， 但 是 这 种 快速 
进化 的 原因 还 不 清楚 。 





图 13-9 H2A 变 体 和 女性 中 失 活 的 六 染色 体 
(a) macroH2A 抗体 (红色 ) 染 出 的 失 活 X 染色 体 分 散 区 域 和 蜡染 色 质 的 一 个 标记 (组 蛋白 
H3K9me3) 交错 分 布 。(b) H2AB™ (绿色 ) 不 分 布 在 失 活 的 义 染 色 体 上 (箭头 所 指 红 点 )。(c) Bb 
同一 细胞 核 ， 经 DAPI 染色 显示 染色 质 。 (a， 经 许可 重印 自 Chadwick and Willard 2004[ 他 国家 科学 
B]; b，c， 经 许可 重印 自 Chadwick and Willard 2001[ 人 GO 洛克菲勒 大 学 出 版 社 ])。 
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11. 许多 组 蛋白 进化 以 更 紧密 地 包装 DNA 


当 没 有 必要 为 了 复制 和 转录 接触 DNA 的 时 候 ， 染 色 质 通常 会 进一步 浓缩 ， 二 者 经 
常 涉 及 常规 组 蛋白 的 替换 。 显 然 精子 是 属于 这 种 情况 的 ， 而 且 在 某 些 属 系 ， 组 蛋白 类 似 
物 已 经 进化 出 特 化 的 包装 功能 。 例 如 ， 海 胆 精 子 含有 HI 和 带 有 结合 DNA 小 沟 的 重复 
末端 模块 的 H2B 变 体 (Malik and Henikoff 2003) ， 或 许 这 是 为 了 把 染色 体 包装 进入 精 
子 头 部 而 产生 的 适应 性 。 开 花 植物 中 花粉 特异 的 H2A 变 体 中 可 见 一 种 相似 的 适应 性 。 
兰 椎 动物 中 ， 特 化 的 精子 特异 性 组 蛋白 变 体 见于 哺乳 动物 睾丸 ， 包 括 位 于 精子 帽 状 结构 
的 一 个 H2B 类似 体 〈SubH2Bv) 和 一 个 睾丸 特异 性 H3 变 体 (Witt et al. 1996), 

精子 成 熟 过 程 中 组 蛋白 被 替换 为 精 和 蛋白 和 其 他 蛋白 的 发 生 提供 了 一 个 可 能 的 方式 用 
于 擦 除 雄 性 生殖 细胞 中 的 表 观 遗传 信息 。 尽 管 如 此 ， 代 间 遗 传 的 证 据 (Rakyan and 
Whitelaw 2003)， 特 别 是 缺少 DNA 甲 基 化 的 动物 中 的 ， 提 出 了 一 部 分 核 小 体 组 蛋白 逃 
过 了 这 个 转换 并 且 传 递 了 表 观 遗传 信息 的 可 能 性 。 像 刚 指 出 的 ， 这 就 是 着 丝 粒 处 
CENP-A 所 发 生 的 事情 (Palmer et al. 1990) ， 而 且 有 可 能 一 小 部 分 变 体 如 H3. 3 留 在 
精子 中 以 完成 基因 表达 信息 的 表 观 遗传 学 传递 。 虽 然 我 们 对 精子 发 育 中 组 蛋白 替换 的 进 
程 的 认识 还 很 初步 ， 我 们 期 望 通过 理解 CENP-A 如 何 逃 过 这 个 转化 来 了 解 更 多 。 

已 完成 分 裂 并 进入 分 化 的 体 细胞 中 染色 体 折 至 也 会 增加 。 在 有 些 情况 ， 折 释 包 括 连 
接 组 香 日 量 和 质 的 变化 。 组 蛋白 Hl 和 核 小 体 的 化 学 剂量 关系 决定 体内 核 小 体 序列 的 平 
HHB (Fan et al. 2003) 。 另 外 ， 染 色 质 中 H1 的 存在 促进 通常 抑制 转录 的 染色 质 高 级 
结构 的 形成 “Wolffe 1992) 。 体 内 的 连接 组 蛋白 比 核心 组 蛋白 移动 性 强 得 多 。H2A 和 
H2B 的 停留 时 间 在 几 个 小 时 ，H3 和 H4 的 甚至 无 法 测量 ， 然 而 H1 的 停留 时 间 是 几 分 
钟 (Phair et al. 2004) 。 因 此 ， 连 接 组 蛋白 变 体 的 装 人 不 大 可 能 会 将 染色 质 分 化 为 某 种 
可 遗传 的 形式 。H1 变 体 的 角色 被 认为 是 改变 染色 质 的 总 体 属性 ， 进 而 影响 其 总 体 折 芸 
(Wolffe 1992) 。 

H1 变 体 和 核心 组 蛋白 一 样 在 RC 和 RI 形式 间 存 在 区 别 (Marzluff et al. 2002). 
H1 的 RC 变 体形 式 似乎 可 以 相互 替换 ， 这 是 基于 五 个 RC H] 变 体 中 一 或 两 个 基因 被 页 
除 的 小 鼠 具 有 正常 表 型 的 实验 的 结果 (Fan et al. 2003) 。 鸟 类 中 ， 连 接 体 组 蛋白 H5 在 
红细胞 成 熟 过 程 中 置 人 人， 伴随 着 细胞 核 的 极度 浓缩 。 不 分 裂 的 细胞 中 高 度 累 积 的 另 一 个 
变 体 是 H1* ， 这 是 高 度 不 同 于 常规 形式 的 变 体 。H1° 的 过 表达 与 类 似 的 常规 形式 过 表达 
相 比 ， 前 者 使 得 染色 质 更 少 受 核酸 酶 影响 。H1° 在 非 分 裂 细胞 中 的 自然 积累 可 能 是 细 
胞 活动 静止 时 染色 质 浓缩 的 普遍 机 理 。 


12. 结束 语 和 未 来 研究 
组 蛋白 变 体 提 供 了 染色 质 分 化 的 最 基础 水 平 ， 而 置 人 不 同 变 体 的 各 种 机 制 可 能 也 建 


立 和 维持 表 观 遗传 状态 。 组 蛋白 H2A、H2B、H3 和 H4 占据 核心 部 分 上 不 同 的 位 置 ， 
这 是 在 最 后 一 个 真 核 生物 共有 祖先 之 前 已 经 发 生 的 一 个 进化 进程 的 结果 。 包 括 从 祖先 的 
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类 H3，H4 四 聚 体 生出 八 聚 体 等 重要 的 进化 上 的 革新 还 是 不 明确 知道 的 ， 而 我 们 希望 
通过 测 出 更 多 古 细菌 和 早期 真 核 生物 的 基因 组 序列 以 补 上 其 中 丢失 的 环节 。 紧 接着 的 四 
个 核心 组 强 白 向 不 同 变 体 的 进化 提供 了 表 观 遗传 学 过 程 的 基础 ， 包 括 发 育 和 染色 体 分 
离 。 为 了 充分 地 理解 表 观 遗传 信息 的 继承 ， 我 们 需要 更 好 的 理解 替换 常规 组 蛋白 而 装 入 
变 体 的 进程 。 一 个 重要 的 新 近 发 展 是 对 专 一 于 特定 变 体 的 复制 非 依 赖 性 组 装 通路 的 初步 
描述 。 

着 丝 粒 是 因为 一 个 组 蛋白 变 体 的 特殊 属性 而 成 为 显著 不 同 的 染色 质 的 最 明显 例子 。 
里 然 很 明显 CenH3 核 小 体 是 形成 着 丝 粒 的 基础 ， 但 是 它们 如 何在 细胞 代 系 传递 间 没有 
任何 序列 特异 性 的 前 提 下 仍 置 人 于 相同 位 置 ， 是 将 来 研究 的 一 个 主要 挑战 。 

越 来 越 明显 ， 组 蛋白 变 体 也 涉及 活路 基因 的 表 观 遗传 属性 。H3. 3 和 H2AZ 都 富 集 
在 转录 活跃 的 基因 座 ， 而 理解 造成 这 种 富 集 的 组 装 过 程 是 当前 研究 一 个 激动 人 心 的 领 
域 。 染 色 质 的 动态 行为 使 我 们 认识 到 转录 、 染 色 质 重 塑 和 组 蛋白 修饰 可 能 耦合 于 核 小 体 
组 装 和 去 组 装 。 动 态 进程 搭配 组 蛋白 代谢 的 研究 限于 发 育 早期 ， 而 我 们 分 子 生物 学 、 细 
胞 遗传 学 、 生 物化 学 和 结构 生物 学 的 技术 进步 使 我 们 可 以 更 好 的 理解 染色 质 的 动态 
属性 。 

除了 这 些 普遍 的 进程 ， 组 蛋白 变 体 还 涉及 特殊 的 表 观 遗传 现象 。 在 哺 乃 动物 义 染 
色 体 中 ，Y-H2AX、macroH2A 和 H2Am 等 三 个 H2A 变 体能 被 募集 来 沉默 或 激活 基因 
以 达到 生殖 细胞 失 活 或 剂量 补偿 的 目的 。 理 解 这 些 变 体 在 表 观 遗传 进程 中 的 功能 依然 是 
将 来 的 一 个 主要 挑战 。 

核 小 体 核心 部 分 的 第 一 个 高 分 辩 率 结构 (Luger et al. 1997) 是 描述 染色 质 属性 的 
一 个 重大 进步 。 通 过 以 具有 生物 意义 的 方式 解 开 这 个 基本 结构 ， 组 蛋白 变 体 提供 了 一 个 
机 会 拓 深 我 们 对 这 些 奇妙 的 结构 蛋白 如 何 进化 以 完成 表 观 遗传 过 程 中 不 同 的 角色 的 
理解 。 
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第 14 章 ， 染 色 体 遗传 的 表 观 遗传 学 调控 


1.1 染色 体 遗 传 是 如 何 完成 的 ? 


有 丝 分 裂 是 一 种 基本 的 细胞 分 裂 方式 ， 产 生 等 同 的 二 倍 体 子 细胞 ， 通 常 发 生 在 体 细 
胞 或 减 数 分 裂 前 的 生殖 细胞 中 (图 14-1a)。 细 胞 有 丝 分 裂 周 期 包括 四 个 阶段 ， 称 为 G 
期 (gapl1， 有 丝 分 裂 后 的 “休息 ”时 期 )，S 期 (synthesis， 合 成 期 ，DNA 复制 和 基因 
KRIA), G: 期 (gap2，S 期 后 的 “休息 ”阶段 ， 为 有 丝 分 裂 做 准备 ) 和 M 期 (mitosis, 
有 丝 分 裂 期 ， 包 括 前 期 、 中 期 、 后 期 和 末期 )。 在 S 期 DNA 发 生 复制 ， 复 制 形成 的 姐 
妹 染 色 单 体 连接 在 一 起 。 在 有 丝 分 裂 开 始 时 ， 染 色 体 浓缩 ， 组 蛋白 H3 第 10 位 丝氨酸 
磷酸 化 〈H3S10ph) 〈 见 第 10 章 )。 另 外 ， 在 大 多 数 的 有 机 体 中 ， 在 每 一 个 姐妹 染色 单 
体 上 的 一 个 单一 位 点 ( 动 粒 ，kinetochore》 形 成 一 个 称 为 着 丝 粒 (centromere) 的 结 
构 ， 其 介 导 与 纺锤 体 微 管 的 接触 并 作为 一 个 细胞 周期 检验 点 。 成 对 的 姐妹 染色 单 体 在 前 
中 期 聚集 到 赤道 板 ， 在 后 期 分 开 移 癌 两 极 。 这 些 移动 是 由 着 丝 粒 结合 的 微 管 运 动 蛋 白 
(驱动 蛋 日 和 动力 和 蛋白) 和 微 管 的 装配 、 去 装配 调控 的 ， 也 需要 从 中 期 到 后 期 的 转化 过 
程 中 姐妹 染色 单 体 结合 位 点 的 破坏 。 

减 数 分 裂 只 发 生 在 生殖 细胞 并 且 其 特点 是 一 次 复制 伴随 着 两 次 分 型 〈 减 数 分 裂 工 和 
[ ， 图 14-1b); 生成 了 多 细胞 动物 上 肉 性 的 单 倍 体 卵 细胞 和 雄性 的 单 倍 体 精 细胞 ， 而 非 
二 倍 体 的 子 细胞 。 在 减 数 分 裂 上 期 ,复制 的 同 源 染 色 体 相互 配对 并 同时 分 离 。 直 到 减 数 
分 裂 卫 期 每 个 同 源 的 姐妹 染色 单 体 才 彼 此 分 开 。 减 数 分 裂 过 程 中 的 正常 分 离 需 要 同 源 染 
色 体 之 间 频 繁 的 发 生 重组 ， 在 动 粒 区 域 也 发 生 特 异性 的 附着 以 确保 姐妹 染色 单 体 在 减 数 
分 裂 工期 的 结合 (Watanabe 2005), 


1.2 染色 体 遗 传 需要 哪些 元 件 ? 


细胞 有 丝 分 裂 和 减 数 分 裂 都 需要 特定 的 染色 体 元 件 的 活性 和 结合 蛋白 以 完成 精确 的 
基因 组 复制 和 染色 体 分 离 (图 14-2)。DNA 的 复制 是 在 “起 始点 ”开始 的 ， 在 多 数 真 
核 生物 这 一 过 程 并 不 是 严格 的 序列 依赖 性 的 (讨论 见 第 2 节 )。 在 有 丝 分 裂 的 细胞 中 姐 
妹 染 色 单 体 的 结合 在 整个 染色 单 体 上 都 逐渐 可 见 ， 尽 管 在 着 丝 粒 周边 异 染 色 质 存在 高 度 
浓缩 的 黏 结 蛋 白 。 动 粒 是 一 个 大 的 区 域 ， 由 DNA 和 特异 的 染色 质 蛋 白 组 成 ， 作 为 着 丝 
粒 形成 的 基础 和 纺锤 体 结 合 以 及 正常 有 丝 分 裂 和 减 数 分 裂 染 色 体 分 离 的 关键 。 在 多 数 真 
核 生 物 中 ， 每 个 染色 体 有 且 只 有 一 个 动 粒 。 如 果 动 粒 缺 失 会 导致 纺锤 体 结合 的 失败 和 染 
色 体 丢失 ， 而 若 出 现 多 于 一 个 动 粒 会 导致 同一 染色 单 体 于 两 极 进 行 连接 ， 会 引起 后 期 染 
色 体 桥 联 和 断裂 。 少 数 情况 下 ， 生 物体 CONC. elegans) RAZA% (polycentric) 
或 全 着 丝 粒 Cholocentric) 染色 体 ， 在 其 上 着 丝 粒 在 多 个 区 域 出 现 〈 如 图 13-5) 。 这 些 
染色 体 通 过 特殊 的 机 制 确保 姐妹 染色 单 体 接触 和 向 相对 的 两 极 移动 。 端 粒 是 特殊 的 染色 
质 结构 ， 位 于 染色 体 示 端 能 够 保护 其 不 受降 解 或 重组 ,， 并且 能 确保 DNA 的 复制 完全 。 
减 数 分 裂 分离 也 需要 着 丝 粒 、 端 粒 、 黏 附 分 子 和 复制 起 点 。 然 而 ， 需 要 更 多 其 他 的 元 件 





b 减 数 分 裂 前 
合成 期 





复制 
附着 初始 重组 配对 联 会 完全 重组 


图 14-1 有 丝 分 裂 和 减 数 分 裂 各 阶段 
(a) 来 自 果 蝇 细胞 的 图 示 描 述 染 色 体 〈 蓝 色 ) 、 微 管 〈 绿 色 ) MB GE) 在 分 裂 间 期 和 有 丝 分 裂 期 的 行 
为 。(b) 玉米 减 数 分 裂 工 期 前 期 的 染色 体 行为 ， 在 此 阶段 同 源 染 色 体 发 生 配 对 、 联 会 和 重组 (照片 由 佛罗里达 
州立 大 学 的 Hank Bass and Shaun Murphy 提供 ) 。 在 各 个 阶段 关键 性 的 染色 体 功 能 描述 见 下 方 蓝 色 字 体 。 随 后 ， 
在 减 数 分 裂 工期 的 后 期 同 源 染 色 体 分 离 移 向 两 极 ， 完 成 一 次 减 数 分 型 。 姐 妹 染 色 单 体 只 在 减 数 分 裂 开 期 发 生 分 
离 (图 14-9) 。 l 


和 着 丝 粒 行为 修饰 来 确保 减 数 分 裂 工 期 的 同 源 体 配对 和 分 离 〈 讨 论 见 第 4 节 )。 
端 粒 复制 起 始 区 着 丝 粒 on 


粒 周边 异 染色 质 





有 丝 分 裂 和 减 数 分 裂 中 对 于 正常 复制 (复制 起 始点 ) 和 遗传 〈 着 丝 粒 ， 黏 附 蛋白 ， 端 
粒 ) 所 必需 的 染色 体 元 件 。 正 常 减 数 分 裂 的 分 离 和 多 数 情况 下 的 重组 都 需要 同 源 体 配 对 
位 点 (图 中 未 标 出 )。 


染色 体 遗 传 的 关键 特性 表明 遗传 元 件 的 特异 性 和 定位 应 该 是 DNA 序列 的 “ 便 线 ” 
(hard-wired)* 。 然 而 ， 令 我 们 吃惊 的 是 ， 许 多 元 件 ， 包 括 在 这 一 章节 中 提 到 的 几 个 ， 
却 是 受到 表 观 遗传 的 调控 ， 尤 其 是 多 细胞 真 核 生 物 。 总 之 ， 那 些 倾向 于 受 表 观 遗 传 调控 
的 元 件 确保 了 染色 体 遗 传 的 保 真 性 ， 包 括 DNA 复制 起 始点 、 端 粒 、 姐 妹 染色 单 体 黏附 


* ” 意 为 DNA 序列 是 决定 性 因素 一 一 译 者 
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位 点 、 着 丝 粒 和 同 源 体 配 对 位 点 。 
2.DNA 复制 、 修 复 与 端 粒 的 表 观 遗传 调控 


确保 遗传 信息 正确 传递 的 第 一 步 包括 整个 基因 组 副本 忠实 地 复制 ， 这 是 通过 DNA 
复制 完成 的 。 不 幸 的 是 ， 复制 过 程 会 出 现 错误 ， 导 臻 DNA WKE (RE), KARE 
命 体 的 生存 造成 威胁 。 而 且 ， 环 境 的 因素 (如 辐射 能 够 产生 突变 ,包括 DNA 碱 基 的 
改变 、 缺 失 、 插 人 和 重 排 。 细 胞 通过 激活 DNA 修复 途径 来 对 DNA 的 损伤 发 生 响 应 ， 
这 些 途 径 的 作用 令 人 惊叹 地 保证 了 基因 组 的 保 真性 和 稳定 性 。 最 后 ， 线 性 DNA 分 子 的 
复制 遇 到 的 挑战 被 位 于 染色 体 末 端的 特殊 序列 和 结构 ， 即 端 粒 所 克服 。 最 近 的 人 研究 表 
BH, DNA 准确 复制 和 维持 所 需 的 基本 过 程 都 受到 染色 质 的 表 观 遗传 学 调控 机 制 的 影响 。 


2.1 DNA 复制 的 起 始 受 到 表 观 遗传 机 制 调控 


DNA 忠实 的 复制 是 由 具有 5 到 3 活性 的 DNA 聚合 酶 完成 的 ， 在 称 为 “起 始 氮 ” 
的 特异 位 点 起 始 。 一 个 “复制 泡 ” 包 括 两 个 在 起 始点 形成 “复制 叉 ”， 复 制 是 双向 进行 
的 ， 直 到 与 另 一 个 复制 起 始点 产生 的 复制 叉 相 遇 。 由 单一 的 复制 起 始点 起 始 复制 的 区 域 
通常 非常 大 ， 覆 盖 上 百 kb (Aladjem and Fanning 2004)。 柄 酒 酵母 的 自主 复制 序列 
(autonomously replication sequence, ARS) 克隆 到 质粒 中 后 发 生 功 能 异常 ， 并 通常 整 
合 人 其 他 的 染色 体位 点 ， 表 明 复 制 的 起 始 是 受 特异 DNA 序列 调节 的 。ARS 约 100~ 
150bp， 包 含 一 个 或 多 个 约 11bp 的 富 含 AT 的 重复 的 关键 序列 ， 还 包括 其 他 一 些 保 守 
序列 (Weinreich et al. 2004) 。 一 个 称 为 复制 起 始点 识别 复合 体 的 蛋白 复合 物 (origin 
recognition complex, ORC) 是 起 始 必需 的 并 且 负 责 募 集 复制 前 复合 物 (prereplication 
complex, PRC), 包括 小 染色 体 维持 蛋白 Cminichromosome maintenance, MCM) 
(Prasanth et al. 2004)。 对 于 多 细胞 动物 ， 复 制 起 始点 能 够 被 原 位 检测 到 ， 但 是 它们 被 
克隆 或 再 引 人 时 都 表现 为 特征 性 的 失 活 状态 ， 表 明 这 些 生物 的 复制 起 始 是 受到 表 观 遗传 
调控 的 而 非 严格 的 DNA 序列 依赖 的 (Aladjem and Fanning 2004) 。 虽 然 ORC 和 MCM 
蛋白 在 多 细胞 生物 中 是 保守 的 ， 但 是 这 些 生物 中 与 调节 起 始 活性 相关 的 因子 和 机 制 仍然 
未 知 。 而 且 ， 现 在 我 们 仍然 不 清楚 染色 质 的 结构 是 否 影 响 复制 叉 的 连续 性 。 

有 关 多 细胞 生物 复制 起 始 可 能 受 表 观 遗 传 调控 的 线索 来 源 于 对 酿酒 酵母 的 详细 人 研 
究 。 虽 然 复制 起 始点 的 DNA 序列 是 必需 的 而 且 它 已 经 足够 发 动 起 始 过 程 ， 但 仍 有 明确 
的 证 据 表 明 染 色 质 结构 对 起 始 活 性 有 影响 (Weinreich et al. 2004) 。 基因 芯片 研究 表明 ， 
并 不 是 所 有 的 322 个 双向 复制 位 点 和 429 个 ORC 或 MCM 蛋白 结合 位 点 在 每 一 个 细胞 
周期 中 都 有 活性 。 染 色 体 所 处 环境 和 染色 质 结构 能 影响 假定 的 起 始点 在 复制 起 始 时 是 否 
被 活化 。 例 如 ， 一 个 沉默 接合 型 位 点 的 ARS 不 能 起 始 复制 除非 移动 到 染色 体 的 其 他 位 
点 。 另 一 个 起 始 的 表 观 遗传 调控 的 例子 包括 约 100 一 200 个 基因 编码 的 核糖 体 RNA Cri- 
bosomal RNA，rDNA) ， 它 是 串联 重复 排列 的 〈Pasero et al. 2002)。 每 9. 1kb rDNA 
单位 包含 一 个 ARS， 在 被 插入 到 质粒 中 或 基因 组 其 他 位 置 时 都 能 够 起 始 复制 。 然 而 ， 
RAHA 20% 的 rDNA 起 始点 在 S 期 具有 活性 。 


表 观 遗传 学 


起 始点 也 能 够 在 S 期 不 同 的 阶段 被 激活 (Weinreich et al，2004) 。 例 如 ， 靠近 端 粒 
的 起 始点 正常 情况 下 是 在 S 期 后 期 激活 COLES 2. 3 节 ), 但 是 把 相同 的 序列 插入 到 环形 
质粒 中 则 会 在 S 期 的 早期 起 始 复 制 (图 14-3) (Ferguson and Fangman 1992)。 有 晚期 复 
制 概括 起 来 主要 是 质粒 线性 化 或 端 粒 的 附加 ， 后 者 使 ARS 临近 染色 体 未 端 。 
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图 14-3 ”酵母 复制 时 间 的 表 观 遗传 调控 
酿酒 酵母 是 表 观 遗传 影响 复制 的 最 好 的 例子 。 晚 期 复制 起 始 位 点 插入 到 环形 质粒 中 能 引起 S 期 的 早期 复制 ， 
而 质粒 线性 化 和 端 粒 的 加 入 能 够 恢复 晚期 复制 (Ferguson and Fangman 1992; Weinreich er al. 2004), 





这 些 结果 表明 ， 复 制 起 始点 的 活性 和 在 S 期 的 激活 时 间 都 是 受 表 观 遗传 调控 的 。 进 
一 步 的 证 据 来 目 于 S 期 时 序 发 生 和 rDNA、 端 粒 以 及 接合 型 位 点 起 始 沉默 都 是 受 许多 组 
生日 修饰 和 表 观 遗传 基因 沉默 相关 和 蛋白 CSIR) 调节 的 〈 见 第 4 章 )。 


2.2 DNA 修复 涉及 染色 质 结构 的 表 观 遗传 改变 


由 复制 错误 或 环境 因素 引起 的 DNA 损伤 积累 ， 可 以 导致 有 害 的 突变 、 基 因 组 不 稳 
ye. GE. AES AMS. TER HEE DNA 损伤 能 够 被 纠 错 机 制 修复 ， 也 能 够 通 
过 独立 的 通路 Gz 期 进行 修复 。 细 胞 拥有 “检验 点 ”能 够 识别 DNA 损伤 的 存在 并 停滞 
或 延迟 细胞 周期 直到 修复 完成 ; 如 果 损 伤 不 能 被 修复 ， 这 些 通路 也 能 诱导 细胞 死亡 〈 油 
亡 )， 由 此 通过 移 除 缺陷 细胞 而 维持 生物 的 生存 。 这 些 途 径 通 常 是 非常 有 效 的 ; 例如 ， 
人 皮肤 细胞 暴露 在 阳光 的 UV 射线 后 会 含有 大 量 的 损伤 ， 其 中 的 大 部 分 能 够 被 正确 的 
修复 (Friedberg et al. 1995)。 有 修复 缺陷 的 个 体 ， 可 能 是 因为 检验 点 或 修复 途径 的 一 
个 或 多 个 成 分 突变 ， 会 受到 许多 疾病 的 困扰 ， 包 括 易 患 结肠 、 乳 腺 和 皮肤 癌症 以 及 
早老 。 

早期 研究 成 功 地 鉴别 了 能 够 识别 DNA 分 子 中 不 同类 型 损伤 的 分 子 和 通路 ， 如 双 链 
WA (double-strand break，DSB) 、 喀 啶 二 聚 体 ， 还 发 现 了 能 够 募集 特异 复合 物 修 复 损 
伤 的 物质 。DNA 包装 成 染色 质 可 能 潜在 地 阻碍 了 因子 对 损伤 位 点 的 识别 或 影响 了 修复 ， 
这 类 似 于 蜡染 色 质 对 基因 表达 的 抑制 作用 (Hassa and Hottiger 2005) 。 然 而 ， 修 复 有 
MF ATP 依赖 的 染色 质 重 塑 复 合 物 ， 推 测 其 可 能 是 把 缺陷 DNA 暴露 以 便 进行 修复 。 

最 近 的 研究 显示 染色 质 模板 的 特异 性 改变 (如 组 蛋白 变 体 的 出 现 和 转录 后 组 蛋白 修 
饰 )， 在 DNA 损伤 修复 的 识别 和 修复 复合 体 的 茵 集 中 起 关键 作用 (Hassa and Hottiger 
2005)。 例 如 ，DSB 能 引起 组 蛋白 H2A 变 体 H2AX 的 136 和 139 (AAR RAR 
化 〈 称 为 YH2AX)。H2AX 磷酸 化 对 于 修复 蛋白 在 环绕 DSB 的 大 范围 (Mb 级 ) WR 
积 是 必需 的 ， 对 修复 区 域 的 装配 也 是 需要 的 ， 而 对 于 DNA 主要 损伤 位 点 的 修复 复合 物 
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的 初始 募集 并 不 必需 (Bassing et al. 2002; Celeste et al，2002) 。 这 些 发 现 表 明 ， 从 
DSB 萝 延 开 的 YH2AX 的 活化 将 扩大 来 自 DSB 的 信号 ， 加 强 募集 或 者 能 够 固定 修复 因 
F (Fernandez-Capetillo et al. 2004) 。 除 了 在 DSB 修复 时 涉及 之 外 ，H2AX 磷酸 化 影 
啊 V(D)J 序列 在 哺乳 动物 淋巴 细胞 中 的 重 排 并 可 作为 基因 组 不 稳定 性 和 小 鼠 肿 瘤 发 
生 的 抑制 因子 发 挥 作 用 (Fernandez-Capetillo et al. 2004), 

其 他 形式 的 染色 质 改变 ， 如 组 蛋白 乙酰 化 、SUMO 化 、 泛 素 化 和 甲 基 化 也 均 有 证 
据 表明 在 DNA 损伤 的 成 功 修复 中 起 到 一 定 作 用 。 例 如 ， 组 蛋白 H3 的 79 位 赖 氨 酸 甲 基 
4, CH3K79me) 对 于 修复 检验 点 蛋白 53BP1 在 DSB 的 募集 是 需要 的 ， 并 且 由 DOTI 组 
45 A FA OSE 6 7% HE (histone lysine methyltransferase, HKMT) 介 导 (Huyen et al. 
2004) 。 有 意思 的 是 ， 诱 导 的 DNA 损伤 并 不 改变 H3K79 的 甲 基 化 水 平 ， 表 明 这 一 修饰 
并 不 随 对 DSB 的 反应 而 增加 。 对 此 一 种 可 能 的 解释 是 53BP1 的 募集 和 DSB 的 “感知 ” 
影响 到 已 存在 的 H3K79 甲 基 化 的 暴露 并 回应 为 DNA 损伤 位 点 的 染色 质 的 重 塑 。 

虽然 我 们 现在 对 染色 质 因 子 对 DNA 损伤 的 影响 的 理解 表明 它们 在 信号 转 导 和 适当 
的 复合 体 在 DNA 损伤 部 位 的 募集 中 的 作用 ， 但 今后 的 研究 可 能 会 揭示 更 多 的 表 观 遗传 
机 制 调节 基因 组 稳定 性 的 方式 。 有 一 点 是 很 重要 的 ， 即 染色 质 在 DNA 修复 中 的 作用 是 
主动 的 和 因 损 伤 而 发 生 的 。 虽 然 组 蛋白 修饰 和 其 他 的 表 观 遗传 调节 蛋白 发 挥 了 关键 作 
用 ， 但 这 些 改变 在 细胞 分 裂 过 程 中 并 不 能 被 继承 ， 这 与 本 章 中 讨论 的 其 他 例子 有 所 
不 同 。 
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线性 真 核 生 物 染 色 体 的 末端 是 特异 化 的 结构 ， 称 为 端 粒 ， 它 具有 三 个 关键 作用 ， 
中 确保 包括 染色 体 最 末端 在 内 的 DNA 复制 ， 解 决 了 “末端 复制 问题 ” (Lue 2004); 
@ 防 止 染色 体 末 端 被 降解 和 与 其 他 染色 体 的 融合 ; @ 在 许多 但 不 是 所 有 的 有 机 体 中 ， 端 
粒 有 益 于 染色 体 在 减 数 分 裂 中 的 配对 。 在 多 数 真 核 生物 中 ， 端 粒 由 简单 的 短 重复 序列 组 
成 ， 是 由 端 粒 酶 修复 和 重建 的 。 端 粒 的 功能 受 序 列 的 影响 并 有 表 观 遗传 机 制 共 同 参 与 
调节 。 

末端 复制 问题 的 产生 是 由 于 DNA 聚合 酶 需要 一 个 引物 才能 起 始 5 到 3 后 随 链 的 合 
成 ; 这样 ， 活 性 受 限 制 致 使 复制 不 能 一 直 进 行 到 染色 体 的 末端 《Lue 2004)。 有 两 种 机 
制 能 够 解决 这 一 问题 ， 其 中 主要 的 被 多 数 有 机 体 〈 包 括 酵 母 、 哺 乳 动物 和 植物 等 ) 所 采 
用 的 机 制 是 一 种 锌 称 之 为 嚣 粒 酶 的 特殊 酶 复合 物 。 闪 粒 酶 在 多 数 真 核 生 物 中 是 由 简单 的 
6bp 的 重复 序列 延伸 成 数 十 或 数 百 个 kb。 端 粒 酶 复合 体 含 有 类 逆转 录 酶 活性 及 与 端 粒 
重复 序列 有 同 源 性 的 RNA 片段 。 本 质 上 末端 的 复制 完成 包括 通过 RNA 成 分 把 复合 物 
定位 至 端 粒 重复 序列 ， 接 着 就 是 逆转 录 (3 到 5 ) 产生 新 的 重复 序列 。 有 意思 的 是 ， 端 
粒 酶 活性 的 缺失 或 端 粒 的 缩短 与 细胞 的 衰老 与 老化 有 关 ; 相反 ， 冶 细胞 具有 增强 的 端 粒 
酶 活性 和 延长 的 端 粒 (Blasco 2005). 

端 粒 酶 非 依赖 的 染色 体 末 端 维 护 机 制 也 存在 (Louis and Vershinin 2005)。 其 中 一 
个 研究 较 透 彻 的 系统 是 在 果 蝇 和 其 他 双 翅 目 昆 虫 中 。 这 类 生物 缺少 明确 的 端 粒 酶 ， 并 且 
末端 也 没有 其 他 真 核 生物 中 发 现 的 简单 重复 序列 。 取 代 它 的 是 染色 体 末 端 成 复 散 乱 的 非 
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长 未 端 重复 片段 (long terminal repeat, LTR) WEET, 其 大 小 为 3~5kb 不 等 ， 除 
此 之 外 还 有 其 他 的 重复 序列 ， 如 端 粒 结合 重复 序列 〈telomere-associated repeats， 
TAS) (Biessmann and Mason 2003)。 这 些 转 座 子 编码 逆转 录 酶 (因此 称 为 逆转 座 子 )， 
表明 可 能 在 进化 上 与 更 标准 的 端 粒 酶 机 制 有 一 定 关 系 。 然 而 ， 主 要 的 不 同 是 果 蝇 的 染色 
体 并 复制 到 最 末端 ;每 一 代 果 蝇 将 丢失 70bp 左右 ， 这 一 数值 是 由 末端 复制 问题 粗略 佑 
计 的 。 这 一 损失 并 不 引起 关键 基因 的 缺失 ， 因 为 端 粒 和 亚 端 粒 重复 区 域 长 达 50 一 
100kb， 要 经 过 很 多 代 才 会 损失 足够 的 DNA 到 达 基 因 区 域 。 然 而 ， 端 粒 序列 的 丢失 能 
够 通过 非 经 常 性 的 非 LTR 逆转 座 子 的 加 入 而 得 以 补偿 (Biessmann and Mason 2003) 。 

表 观 遗传 调控 影响 着 端 粒 的 功能 以 及 周围 基因 的 表达 。“ 裸 露 ” 的 端 粒 DNA 和 内 
含 的 DSB 都 会 引起 染色 体 的 融合 和 非 整 倍 性 。 了 Barbara McClintock 首先 描述 了 一 种 称 
为 采 裂 -融合 - 桥 周 期 (breakage-fusion-bridge cycle) 的 现象 ， 汤 型 的 染色 体 或 染色 体 末 
问 融 合 ， 产 生 具 有 双 着 丝 粒 的 染色 体 和 分 型 后 期 的 染色 体 桥 ， 这 又 能 产生 进一步 的 断 
裂 。 端 粒 末 端 保 护 作 用 的 表 观 遗传 学 调节 的 证 据 来 自 果 蝇 的 研究 ， 表 明 这 一 调节 是 
DNA 序列 非 依赖 性 的 。 在 果 蝇 某 一 代 中 断裂 的 染色 体 的 行为 类 似 DSB， 但 随后 能 发 挥 
疾 粒 的 全 部 功能 ， 而 且 不 伴 有 任何 附加 的 逆转 座 子 和 序列 改变 (Ahmad and Golic 
1998) 。 而 且 ， 在 果 蝇 中 产生 的 任何 末端 能 够 包装 成 端 粒 并 能 防止 发 生 融 合 〈Karpen 
and Spradling 1992) 。 进 一 步 研 究 发 现 ， 裂 殖 酵 母 中 的 端 粒 功能 的 发 挥 依赖 Tazl 蛋白 
(Miller and Cooper 2003) 和 端 粒 染色 质 ， 而 不 依赖 于 端 粒 重复 序列 (Sadaie et al. 
2003) 。 

端 粒 区 域 包含 染色 质 修 饰 和 类 似 第 3 节 中 描述 的 着 丝 粒 周边 异 染 色 质 的 特性 。 表 观 
遗传 调节 端 粒 和 亚 端 粒 区 域 的 机 制 来 源 于 对 酵母 和 果 蝇 中 基因 表达 的 研究 ， 但 也 会 在 人 
类 中 发 生 。 常 染色 质 基因 插入 到 端 粒 区 域 后 能 发 生 可 变性 沉默 ， 这 被 称 为 端 粒 位 置 效 应 
(telomere position effect, TPE) 并 且 与 在 果 蜗 和 裂 殖 酵母 中 由 邻近 着 丝 粒 异 染 色 质 诱 
导 的 位 置 效应 花王 相似 《position-effect variegation, PEV) (更 多 的 细节 请 参阅 第 5 和 
6 章 ) 。 在 酿酒 酵母 许多 这 些 特殊 的 染色 质 相关 因子 如 SIR 蛋白， 能 影响 接合 型 沉默 ， 
也 能 影响 端 粒 诱导 的 沉默 〈 见 第 4 章 )。 令 人 吃惊 的 是 ， 几 乎 所 有 在 果 蝇 中 已 知 的 能 调 
控 PEV 的 基因 〈 位 置 效应 花 斑 抑 制 子 和 增强 子 , Su (zar) 和 ECur) ， 人 参阅 第 5 章 ) 没 
有 能 够 影响 端 粒 沉默 的 。 这 表明 PEV 和 TPE 至 少 是 部 分 通过 不 同 通路 介 导 的 
(Cryderman et al. 1999; Donaldson et al. 2002). 

Fy (4, fit 2 A 1 Cheterochromatin protein, HP1, —~ Sulur) 基因 产物 ) 和 
H3K9 甲 基 化 ， 都 是 异 染 色 质 介 导 的 沉默 的 关键 成 分 〈 见 第 8 章 )， 在 果 蝇 端 粒 中 出 现 
并 都 是 端 粒 延 伸 所 需 〈 图 14-4) (Perrini et al. 2004). HP1 或 它 的 结合 配 基 HOAP 
(CHP1/ORC associated protein, HP1/ORC 相关 蛋白) 的 去 除 ， 会 导致 很 高 频率 的 端 
粒 融 合 〈Cenci et al. 2003). HP1 通常 是 经 由 Chromo 结构 域 通过 其 与 甲 基 化 的 H3K9 
的 亲和力 被 募集 到 染色 质 。 有 趣 的 是 ， 端 粒 的 通过 HP] 的 加 帽 反 应 是 不 依赖 于 H3K9 
甲 基 化 的 ， 说 明 末 端 保护 是 通过 其 他 机 制 介 导 的 包括 直接 结合 到 端 粒 DNA 或 在 末端 删 
除 中 出 现 的 非 端 粒 序列 (图 14-4a) (Perrini et al，2004) 。 一 个 理想 的 模型 是 ，HP1 4 
合并 保护 末端 非 DNA 依赖 序列 ， 然 后 募集 一 个 未 知 的 H3K9 HKMT; 局 部 的 H3K9 
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图 14-4 ” 果 蝇 和 哺乳 动物 中 端 粒 功能 的 表 观 遗传 调控 

(a) 果 蝇 中 ， 异 染色 质 蛋白 1(HP1) 不 依赖 chromo 结构 域 结合 端 粒 DNA;， 端 粒 加 帐 ， 能 够 通过 阻 断 端 
粒 融 合 确保 正常 的 分 离 (Fanti er al. 1998; Perrini et al，2004) 。 然 后 HP1 莫 集 一 个 未 知 的 组 蛋白 甲 基 
转移 酶 “HKMT; 不 是 Su(var)3-9) 在 邻近 的 核 小 体 上 三 次 甲 基 化 H3K9; HP1 通过 chromo 结构 域 结 
A H3K9me3， 这 反 过 来 又 能 募集 更 多 的 HKMT， 连 续 的 环形 的 HP1 结合 HKMT 募集 促进 染色 质 沉 默 
通过 亚 端 粒 区 域 蔓延 。(b) AERP, ARIA Suv 39 HKMT 位 点 导致 H3K9me3 和 me? 的 水 平 降低 、 
H3K9me 修饰 水 平 升 高 、 染 色 质 结构 改变 ， 结 合 位 于 端 粒 的 双 和 三 甲 基 化 的 H3K9C y Cbx3 和 5)， 
H3K9me( 4 Cbxl) 和 TERFsl 和 2 (RBR) 蛋白 水 平 的 改变 (Garcia-Cao et al. 2004), 这 些 改变 与 端 
粒 长 度 延长 有 关 ， 表 明 Suv 39hs 介 导 的 H3K9 三 甲 基 化 对 于 正常 端 粒 融合 与 大 小 的 调节 是 需要 的 。 


甲 基 化 能 随后 募集 更 多 的 HP1 到 此 区 域 ， 进 而 促进 端 粒 沉默 的 延伸 〈 图 14-4)。 这 一 机 
制 可 能 不 需要 在 着 丝 粒 异 染 色 质 的 建立 和 沉默 中 涉及 的 RNA 通路 〈 见 第 8 章 )， 但 是 
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这 一 模型 的 成 分 需要 直接 进行 鉴定 。 

最 近 的 研究 表明 ， 端 粒 酶 依赖 的 端 粒 延伸 在 哺乳 动物 中 也 是 受 表 观 遗传 调控 的 
(Lai et al. 2005)。 例 如 ， 去 除了 两 个 拷贝 H3K9 HKMT BIZ) ER (suvar39h1/2)， 具 有 
水 平 降低 的 H3K9me2 和 H3K9me3 并 且 表 现 出 非 同 寻常 的 长 端 粒 (图 144b) (Carcia- 
Cao et al，2004) 。 这 些 结果 表明 suvar39h1/2 的 HKMT 活性 把 H3K9me 修饰 转化 成 2 
或 3 次 甲 基 化 形式 ， 使 HP1 同 源 体 Cbx3 和 Cbx5 BBA, 这 是 正常 端 粒 染色 质 结 构 
组 装 和 端 粒 长 度 调节 所 需要 的 。 

最 后 ， 减 数 分 裂 重 组 和 染色 体 传 递 也 受到 发 生 在 端 粒 的 表 观 遗传 修饰 的 影响 。 例 
如 ， 一 个 对 端 粒 形成 和 减 数 分 裂 重组 都 是 必需 的 端 粒 蛋白 Ndjl 的 丢失 (Wu and Bur- 
gess 2006)， 会 引起 酿酒 酵母 端 粒 缺失 率 的 严重 下 降 (Joseph et al. 2005), Joseph Sik 
为 Ndjl 使 端 粒 易于 缺失 是 通过 促进 减 数 分 裂 中 的 端 粒 相互 作用 ， 导 致 缺失 所 需 因子 的 
有 效 增加 。 相 似 的 是 ， 具 有 靠近 端 粒 的 基因 转录 沉默 缺陷 的 突变 表现 出 减 数 分 烈 配 对 和 
重组 的 严重 缺陷 ， 导 致 减 数 分 裂 时 染色 体 不 能 分 离 (Nimmo et al. 1998). Ek, 2l 
端 粒 长 度 和 转录 能 力 的 表 观 遗传 事件 也 同样 能 在 减 数 分 裂 中 控制 染色 体 的 行为 。 


3. 着 丝 粒 特征 和 功能 的 表 观 遗传 调控 


正常 的 遗传 物质 的 遗传 过 程 需要 染色 体 完全 地 在 有 丝 分裂 和 减 数 分 烈 中 分 离 ， 这 一 
过 程 发 生 在 基因 组 在 S 期 完成 精确 的 复制 和 修复 之 后 。 着 丝 粒 最 初 是 在 1880 年 由 
Flemming 定义 的 ， 是 作为 染色 体 在 细胞 学 中 可 见 的 “ 主 ” 弱 痕 提出 的 。 在 19 世纪 90 
年 代 的 早期 ， 着 丝 粒 也 曾 在 遗传 学 中 被 定义 为 正常 遗传 所 需 的 染色 体 必要 位 点 ， 是 减 数 
分 裂 明 显 下 降 或 缺失 重组 的 位 点 。 我 们 现在 定义 着 丝 粒 (centromere, CEN) 为 负责 动 
粒 (kinetochore) 形成 的 DNA 及 染色 质 和 蛋白 。 动 粒 是 使 蛋白 质 结构 利于 结合 并 沿 着 微 
管 运动 ， 即 前 中 期 的 盘 向 运动 (plateward) 和 有 丝 分 裂 及 减 数 分 裂 后 期 的 极 向 运动 
(poleward) 的 位 点 。 动 粒 也 是 一 个 细胞 周期 检验 点 的 关键 活性 位 点 ， 称 为 纺锤 体 组 装 
检验 点 (spindle assembly checkpoint, SAC) 或 有 丝 分 裂 检验 点 (Cleveland et al. 
2003). 

对 于 单 着 丝 粒 染 色 体 生物 的 关键 问题 是 每 一 个 染色 体 有 一 个 且 仅 有 一 个 位 点 ， 它 是 
如 何 与 着 丝 粒 功能 相 联系 的 〈 称 为 “着 丝 粒 特征 ”，centromere identity) 以 及 这 些 信 息 
是 如 何 从 一 个 细胞 或 一 代 生 物 传 到 下 一 个 细胞 或 下 一 代 生 物 的 〈 称 为 “着 丝 粒 传递 ”， 
centromere propagation) 。 这 里 我 们 的 证 据 表 明 在 大 多 数 真 核 生物 中 着 丝 粒 特征 和 传递 
是 通过 染色 质 结 构 而 非特 异 的 DNA 序列 来 进行 表 观 遗传 调控 的 (Carroll and Straight 
2006) 。 这 些 数据 的 关键 内 容 可 以 总 结 为 : 着 丝 粒 的 序列 即使 在 关系 紧密 的 物种 间 其 
至 在 单一 物种 的 染色 休 间 也 不 是 保守 的 ; OBL DNA 对 于 动 粒 的 形成 是 并 非 必需 也 
非 充分 的 ，@ 在 进化 过 程 中 着 丝 粒 在 染色 体 上 的 位 置 表现 出 很 大 的 可 塑性 ， 


3.1 不 同 真 核 生物 着 丝 粒 的 结构 和 功能 
20 世纪 80 年 代 对 酿酒 酵母 的 研究 导致 了 第 一 次 对 真 核 生物 着 丝 粒 的 克隆 和 分 析 。 
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一 个 125bp 的 结构 出 现在 所 有 16 个 酿酒 酵母 染色 体 中 ， 它 被 证 明 是 对 正常 着 丝 粒 功 能 
必需 上 且 充 分 的 〈Bloom et al. 1989) ;在 这 高 度 保守 的 元 件 I 和 下 中， 即使 是 单个 碱 基 
的 改变 都 会 导致 功能 的 完全 丧失 。 因 此 ， 在 单 细胞 真 核 生 物 中 着 丝 粒 的 特征 和 传递 是 由 
DNA 序列 决定 的 。 

可 以 调节 着 丝 粒 特征 的 类 似 的 序列 在 研究 另 一 个 简单 的 真 核 生 物 裂 殖 醇 母 时 破灭 
了 。 在 裂 殖 酵母 中 ， 着 丝 粒 序列 在 结构 上 比 酿 酒 酵母 中 更 大 更 复杂 。 (Clarke et al. 
1986; Nakaseko et al，1987) 。 动 粒 形成 位 点 的 非 同 源 的 4 一 5kb 长 的 “中 心 核 ” 序 列 ， 
”其 周边 是 三 个 染色 体 共 同 具有 的 各 种 类 型 的 反 向 重复 序列 。 最 小 的 一 个 25kb， 包 含 非 
重复 中 心 核 ， 内 重复 序列 和 一 部 分 外 重复 序列 ， 是 着 丝 粒 功能 和 稳定 染色 体 传递 所 必需 
Hy (Baum et al，1994) 。 合 理 的 着 丝 粒 功 能 能 够 通过 转 染 带 有 一 个 中 心 核 和 内 重复 序列 
(如 中 心 域 ) 及 两 侧 外 重复 序列 的 质粒 观察 到 。 有 趣 的 是 ， 内 重复 序列 的 缺失 过 程 可 使 
减 数 分 裂 的 姐妹 染色 单 体 分 离 ， 说 明 着 丝 粒 区 域 在 动 粒 组 装 外 的 其 他 过 程 中 也 发 挥 作 
用 。 确 实 ， 动 粒 和 黏附 区 域 的 关系 非常 紧密 而 且 对 于 染色 体 的 正确 分 离 非 常 重 要 。 

虽然 着 丝 粒 区 域 在 多 细胞 真 核 生 物 中 比 裂 殖 酵 母 〈 几 百 或 几 千 个 碱 基 的 重复 DNA 
序列 ) 中 的 更 大 更 复杂 ， 但 裂 殖 酵 母 着 丝 粒 的 总 体 结构 和 功能 却 能 够 作为 研究 哺乳 动 
物 、 植 物 和 昆虫 着 丝 粒 的 极 好 模型 。 着 丝 粒 在 这 些 生 物体 中 柑 人 到 出 现在 各 染色 体 上 的 - 
大 块 异 染色 质 中 ， 其 主要 是 由 卫星 DNA 简单 的 短 重 复 序 列 ) 和 转 座 子 组 成 。 这 些 着 
缘 粒 区 域 是 由 子 域 组 成 ， 子 域 负 责 不 同 的 功能 尤其 是 动 粒 的 形成 和 姐妹 染色 体 的 粘 合 。 
然而 ， 着 丝 粒 序列 在 真 核 生物 中 并 不 是 保守 的 ， 甚 至 在 同一 物种 不 同 染 色 体 中 也 是 不 同 
的 。 只 是 着 丝 粒 功能 子 域 的 表 观 遗传 组 成 表现 出 保守 性 ， 显 然 其 是 通过 组 蛋白 变 体 和 受 
表 观 遗传 调控 的 组 蛋 日 修饰 方式 来 实现 的 。 

秀丽 隐 杆 线 忠 和 其 他 物种 中 ， 散 漫 着 丝 粒 染色 体 Cholocentric chromosome〉 沿 着 
整个 染色 体 长 度 募 集 和 装配 着 丝 粒 蛋白 (Dernburg 2001) 。 特 异 的 DNA 序列 是 不 需要 
的 ， 正 如 入 喉 菌 体 的 串联 体 和 许多 其 他 DNA 能 够 被 稳定 的 传递 。 蛋 和 白 在 前 期 成 束 状 募 
集 ， 但 在 中 期 则 沿 着 染色 体 臂 极 向 面 均匀 的 分 布 ， 证 明秀 丽 隐 杆 线虫 基因 组 的 许多 区 域 
都 支持 动 粒 以 表 观 遗传 的 方式 装配 。 尽 管 单 着 丝 粒 染色 体 有 着 明显 的 不 同 ， 其 在 组 织 和 
结构 上 的 属性 (如 CEN DNA 的 3D 螺旋 和 环 ) 的 保守 性 还 是 可 能 的 〈 见 3. 3 节 )。 


3.2 着 丝 粒 序列 对 于 动 粒 的 形成 和 功能 既 非 必要 亦 非 充分 


在 酵母 DNA 序列 分 析 研 究 中 运用 的 很 成 功 的 各 种 构建 物 很 难 用 于 多 细胞 真 核 生 
物 。 因 为 后 者 有 大 而 复杂 的 着 丝 粒 序列 。 昌 然 已 经 通过 在 组 织 培养 细胞 转 染 一 系列 卫星 
DNA 而 产生 了 少量 人 类 人 工 染 色 体 ‘(human artificial chromosome, HAC), 但 其 具有 
有 丝 分 裂 的 高 度 不 稳定 性 (Rudd et al，2003) 。 然 而 ， 我 们 知道 HAC 是 由 引入 的 卫星 
序列 的 DNA 环 化 形成 的 ， 但 是 一 些 alpha 卫星 排列 则 不 能 够 重复 形成 着 丝 粒 ， 表 明 需 
要 更 多 未 知 的 步 又 和 因子 。 最 近 的 研究 发 现 了 着 丝 粒 染色 质 独特 的 特性 和 成 分 〈 解 释 见 
第 3. 3 节 )。 其 在 HAC 的 卫星 排列 和 非 着 丝 粒 序列 《如 质粒 载体 和 选择 性 序列 标记 ) 
上 都 有 发 现 (Lam etal. 2006). Al, FRAY DNA 序列 在 组 装 和 维持 功能 性 人 着 丝 粒 
上 是 否 足 够 依然 不 清楚 。 


表 观 遗传 学 


最 早 的 关于 着 丝 粒 特征 和 传递 是 受 表 观 遗传 调控 的 研究 结果 来 自 对 裂 殖 酵 母 中 的 最 
小 的 着 丝 粒 结构 的 研究 (Steiner and Clarke 1994) 。 低频 率 的 转化 株 表现 出 减低 的 着 丝 
粒 功能 和 高 度 激活 的 着 丝 粒 活性 转换 (0. 6% 细 胞 ) ， 随 后 又 能 永久 地 建立 于 许多 的 传代 
中 。 因 此 同一 DNA 序列 呈现 出 功能 上 不 同 的 两 种 可 遗传 状态 ， 类 似 于 基因 表达 上 观察 
到 的 表 观 遗传 对 PEV (第 5 章 ) 和 TPE (第 4 章 ) 的 效应 。 

其 他 的 观察 结果 也 强烈 地 支持 表 观 遗传 机 制 在 决定 多 细胞 生物 着 丝 粒 特征 性 和 动 粒 
形成 中 的 作用 。 首 先 ，DNA 序列 与 着 丝 粒 正常 的 联系 对 其 功能 来 说 是 不 足够 的 。 例 如 ， 
只 有 少 部 分 小 鼠 和 人 的 异 染 色 质 卫星 序列 与 着 丝 粒 功能 有 关 (Lam et al. 2006). MH, 
在 果 蝇 和 人 中 发 现 的 具有 两 个 着 丝 粒 卫星 区 域 的 功能 性 染色 体 〈 双 着 丝 粒 ) ， 其 中 一 个 
区 域 缺 失 了 形成 动 粒 的 能 力 (Sullivan and Willard 1998) 。 其 次 ， 既 然 非 着 丝 粒 DNA 
能 够 通过 一 个 称 为 “新 着 丝 粒 形成 ”的 过 程 获得 和 传递 着 丝 粒 功 能 ， 因 此 着 丝 粒 序 列 对 
于 动 粒 的 形成 来 说 并 不 是 必需 的 (图 14-5a) 。 人 类 许多 功能 性 的 新 着 丝 粒 已 被 鉴定 ， 而 
且 序 列 分 析 发 现 新 的 动 粒 形成 区 域 没 有 获得 卫星 DNA。 然 而 ， 新 动 粒 两 侧 的 序列 获得 
了 与 内 生性 着 丝 粒 〈 即 着 丝 粒 周边 异 染 色 质 ) 相应 区 域 相似 的 表 观 遗传 特性 ， 如 H3K9 
甲 基 化 和 HP1 的 结合 (Lo et al. 2001), 

虽然 人 类 中 新 着 丝 粒 形成 的 机 制 还 不 清楚 ， 但 是 新 着 丝 粒 已 经 能 够 在 一 个 模型 系统 
中 实验 性 地 产生 了 。 在 果 蝇 中 ， 新 着 丝 粒 能 够 在 非 着 丝 粒 DNA 和 一 个 内 源 着 丝 粒 并 列 
时 由 小 染色 体 产生 (图 14-5b) (Maggert and Karpen 2001) 。 因 此 ， 邻近 功能 性 着 丝 粒 
是 在 果 蜗 中 产生 者 着 丝 粒 活性 必需 的 ， 表 明 获 得 新 着 丝 粒 的 一 个 机 制 是 着 丝 粒 和 蛋 拍 顺 式 
延伸 到 邻近 非 着 丝 粒 区 域 。 一 旦 这 一 延伸 发 生 ， 着 丝 粒 功能 就 会 在 这 一 位 置 发 生 表 观 遗 
传 性 传递 。 有 趣 的 是 ， 当 新 着 丝 粒 形成 区 域 和 内 源 着 丝 粒 之 间 出 现 异 染色 质 时 新 着 丝 粒 
的 形成 就 会 受阻 ， 表 明 还 有 其 他 的 表 观 遗传 机 制 参与 决定 着 丝 粒 大 小 。 

最 后 ， 染 色 体 重 排 是 进化 和 物种 形成 的 一 个 特点 。 这 些 改 变 伴 有 着 丝 粒 的 获得 、 丢 
和 失 和 相对 于 基因 组 序列 的 移动 (Ferreri et al，2005) 。 如 果 着 丝 粒 特征 性 是 如 同 3. 5 节 
中 描述 的 一 样 由 表 观 遗传 决定 的 ， 那 么 这 种 可 塑性 就 变 得 好 解释 了 。 


3.3 着 丝 粒 染色 质 的 独特 构成 


着 丝 粒 特征 和 传递 的 表 观 遗传 调控 证 据 指 同一 种 可 能 ， 即 染色 质 的 结构 和 成 分 是 关 
键 的 决定 因素 ， 而 DNA 序列 并 非 主 要 。 这 里 ， 我 们 讨论 着 丝 粒 染色 质 中 发 现 的 独特 成 
分 和 结构 以 及 一 个 令 人 吃惊 的 发 现 ， 即 这 些 特 征 在 远 源 真 核 生物 中 是 保守 的 。 

着 丝 粒 特异 性 组 蛋白 一 一 H3 样 蛋 白 CENP-A 家 族 出 现在 所 有 真 核 生 物 着 丝 粒 核 小 
体 中 (图 14-6a)。 它 们 是 动 粒 的 结构 和 功能 基础 也 是 很 好 的 建立 和 传递 着 丝 粒 特征 的 表 
观 遗 传 标记 的 候选 者 (Cleveland et al. 2003)。 不 像 大 多 数 的 动 粒 蛋白 在 有 丝 分 裂 时 装 
Bc, CENP-A 在 整个 细胞 周期 的 着 丝 粒 上 都 能 见 到 ， 这 也 是 它 作 为 着 丝 粒 特征 性 的 首 
要 表现 。CENP-A 含有 的 染色 质 也 为 动 粒 蛋 日 募集 ， 纺 锤 体 接触 以 及 酵母 、 蜂 虫 、 果 
蜗 和 哺乳 动物 的 正常 染色 体 分 离 提供 了 一 个 的 必要 基础 (Carroll and Straight 2006)。 
相互 的 上 位 试验 表明 ，CENP-A BSA ARR PRR TEA. SAAR A 
动 粒 基 部 染色 质 共 定位 。 进 一 步 说 明 CENP-A 在 动 粒 形 成 中 重要 性 的 证 据 来 自 果 蝇 中 
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图 14-5 ”人 类 和 果 蝇 中 新 着 丝 粒 形成 

(a) 携 有 新 着 丝 粒 的 人 染色 体 常常 与 总 DNA 重 排 有 关 ， 该 染色 体 在 着 丝 粒 DNA 缺失 时 展现 出 着 丝 粒 功能 并 形 
成 动 粒 (Amor and Choo 2002) 。 在 这 一 经 典范 例 中 ， 源 于 新 着 丝 粒 的 10 号 染色 体 (mar(del)10) 的 结构 表明 ， 
它 的 形成 是 通过 一 个 移 除 了 内 源 性 着 丝 粒 〈 灰 点 线 ) 的 大 的 DNA 删除 实现 的 。mar(del)10 在 一 个 包含 单个 环形 
染色 体 Cring(del)10, 未 标 出 ) 核 型 的 个 体 中 恢复 ， 这 一 环形 染色 质 包 含 删除 区 域 的 DNA。 人 新 着 丝 粒 形 成 的 
顺序 依然 不 清楚 ;新 着 丝 粒 的 形成 可 能 先 发 生 ， 产 生 一 个 双 着 丝 粒 染色 体 ， 随 后 发 生 重 排 ， 或 者 新 着 丝 粒 也 可 
能 发 生 在 内 海 性 着 丝 粒 丢失 之 后 。(b) 在 果 蝇 中 ， 新 着 丝 粒 可 以 试验 性 地 从 一 个 分 子 水 平定 义 的 小 染色 体 产 生 。 
一 个 不 含有 着 丝 粒 DNA 的 320kb 的 常 染 色 质 片段 和 端 粒 染色 质 ， 能 够 通过 辐射 从 这 一 小 染色 体 的 剩余 部 分 分 
离 。 这 一 原本 “无 着 丝 粒 的 ”片段 ， 能 够 转变 成 一 个 功能 性 的 新 着 丝 粒 ， 在 有 丝 分 裂 和 减 数 分 裂 中 忠实 地 传递 ， 
并 包含 着 丝 粒 和 通常 限于 内 源 着 丝 粒 存在 的 动 粒 蛋白 (Blower and Karpen 2001) 。 然 而 ， 新 着 丝 粒 形成 需要 接近 
内 源 着 丝 粒 (420kb)， 如 倒 位 衍生 出 的 Y238; 而 且 ， 当 着 丝 粒 周边 异 染 色 质 出 现时 ， 新 着 丝 粒 不 能 在 原 着 丝 粒 
的 任何 一 边 形成 〈(Maggert and Karpen 2001)。 这 些 结 果 表 明 ， 新 着 丝 粒 通过 原 着 丝 粒 染 色 质 表 观 遗 传 延 伸 到 邻 
近 常 染色 质 形 成 ， 随 之 发 生 着 丝 粒 特征 和 功能 性 的 表 观 遗传 延伸。 这 一 过 程 受 异 染 色 质 阻 滞 并 与 CENP-A 过 表 
达 异 位 合并 人 常 染 色 质 〈 而 非 异 染 色 质 ) 是 一 致 的 (Heun et.al. 2006)。 并 且说 明了 着 丝 粒 染 色 质 的 范围 是 由 两 
个 表 观 遗传 过 程 决 定 的 ，CENP-A 填充 和 延伸 以 及 异 染 色 质 形成 或 阻 抑 。 


过 表达 的 研究 ，CENP-A 不 能 定位 到 非 着 丝 粒 区 域 产生 了 功能 异常 的 动 粒 〈Heun et 
al.2006) 。 因 为 这 一 组 蛋白 变 体 对 于 着 丝 粒 功能 是 必要 的 ， 我 们 特别 定义 CEN RAR 
为 DNA 和 CENP-A 相关 和 蛋白 区 域 。 | 
包含 CENP-A 的 核 小 体 在 结构 上 与 含有 常规 H3、H2A、H2B 和 H4 WHEA 
有 不 同 之 处 。CENP-A 核 小 体能 够 在 体外 由 纯化 的 CENP-A 和 组 蛋白 H2A、H2B 和 
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H4 构成 ， 与 以 前 观察 的 结果 一 致 ， 它 们 在 体内 是 同型 的 ， 例 如 ， 它 们 含有 两 个 CENP- 
A、 一 个 以 上 的 H3 和 一 个 CENP-A (Yoda et al. 2000), 详细 的 生物 物理 分 析 表 明 
CENP-A 和 H4 的 界面 与 H3-H4 的 界面 不 同 ， 在 具有 内 源 CENP-A 的 情况 下 ，H4 的 
相互 作用 域 足以 把 CENP-A 定位 到 着 丝 粒 (Black et al. 2004) š 

最 初 ， 着 丝 粒 核 小 体 H3 被 CENP-A 取代 ， 表 明 CENP-A 组 成 了 与 动 粒 相关 的 所 
有 染色 质 。 在 裂 殖 酵母 中 ，CENP-A 贯穿 5 一 7kb 的 核心 区 域 均匀 分 布 。 包 含 H3K9 M 
基 化 和 异 染 色 质 蛋白 的 大 异 染色 质 域 分 布 在 这 些 核心 的 侧 位 〈Pidoux and Allshire 
2004) 。 然 而 ， 详 尽 的 细胞 学 和 免疫 沉淀 反应 研究 揭示 着 丝 粒 染色 质 在 多 细胞 真 核 生 物 
中 有 更 复杂 的 组 成 和 组 织 。 果 蝇 、 人 类 和 鼠 着 丝 粒 散 在 的 H3 的 区 块 ， 含 有 核 小 体 的 
CENP-A 统一 称 为 CEN 染色 质 ) 侧 位 有 甚至 更 大 OA kb 到 Mb) 的 着 丝 粒 周边 异 
染色 质 区 块 (图 14-6b) (Blower et al. 2002; Yan et al. 2005), 


a b 
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Ke »K- » 
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图 14-6 着 丝 粒 染色 质 的 组 织 
(a) CENP-A 是 一 个 高 度 保守 的 着 丝 粒 特异 的 组 蛋白 变 体 。 图 中 显示 了 果 蝇 有 丝 分 裂 染 色 体 中 着 丝 粒 的 定位 。 
(b》 果 绳 和 人 类 的 CEN 染色 质 包 含 间隔 分 布 的 H3 和 CENP-A 核 小 体 区 域 蛋 白 ， 其 两 侧 具 有 着 经 粒 周边 异 染 色 
Jt (Blower et al. 2002). 


H3 和 CENP-A 域 的 散布 引出 了 一 个 关于 CEN 染色 质 的 表 观 遗传 特性 的 关键 问题 。 
特别 是 ， 多 细胞 真 核 生物 的 CEN 染色 质 H3 子 域 的 修饰 类 似 常 染色 质 还 是 异 染 色 质 ? 
或 者 它们 有 自己 独特 的 标记 ? 而 且 ， 较 大 的 真 核 着 丝 粒 每 个 散在 的 CENP-A/ H3 单位 
与 单个 裂 殖 酵母 着 丝 粒 相当 吗 ? 这 些 问题 在 验证 散在 的 H3 和 CENP-A 核 小 体 区 块 的 
特异 转录 后 修饰 时 得 以 强化 ， 因 为 这 揭示 了 更 大 的 复杂 性 。 令 人 吃惊 的 是 人 类 和 果 蝇 中 
散在 的 H3 域 含有 一 个 通常 与 常 染 色 质 相关 的 标记 物 H3K4me2， 而 缺少 侧 位 异 染色 质 
相关 的 H3K9me2 和 me3 (图 14-7a) (Sullivan and Karpen 2004; Lam et al，2006) 。 然 
而 ， 像 异 染 色 质 ， 散 在 的 H3 核 小 体 中 ， 多 个 形式 的 H3 和 H4 乙酰 化 都 是 缺失 的 ， 这 
与 H3K4me3 一 样 。 因 此 ，CEN 染色 质 内 的 H3 核 小 体 起 到 了 一 种 有 别 于 规范 的 常 染 色 
质 或 异 染 色 质 的 修饰 模式 (E 14-7b)。 这 些 结果 也 表明 果 蝇 和 人 类 的 着 丝 粒 不 是 由 简 
单 的 重复 的 裂 殖 酵 母 样 着 丝 粒 构成 的 。 然 而 ， 着 丝 粒 区 域 的 整体 组 织 的 保守 性 是 很 重要 
的 ， 因 此 完整 的 CENP-A 染色 质 区 域 侧 位 是 着 丝 粒 周 边 异 染色 质 ， 在 所 有 的 多 细胞 真 
核 生 物 和 和 裂 殖 酵母 中 它们 都 有 H3K9 Phe. 

组 蛋白 修饰 在 CEN 和 侧 位 染色 质 中 起 到 的 是 什么 样 的 功能 ?在 CEN 区 域 不 同 的 
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图 14-7 “着 丝 粒 染色 质 的 独特 的 组 蛋白 修饰 方式 

(a) 采用 免疫 荧光 实验 应 用 特异 的 识别 延伸 的 染色 体 纤 维 上 组 蛋白 修饰 的 抗体 进行 实验 ， 结 果 表 明 散 在 的 含有 
H3 的 核 小 体 区 块 具有 一 种 不 同 寻常 的 常 染色 质 和 异 染 色 质 的 修饰 方式 〈Sullivan 和 Karpen 2004)。 例 如 ， 尽 管 
着 丝 粒 在 大 多 数 真 核 生 物 中 都 是 嵌 和 人 大 的 着 丝 粒 周边 异 染色 质 中 ， 但 含有 H3K9me2 修饰 的 散在 的 H3 区 块 正常 
情况 下 却 与 “开放 ” 常 染 色 质 (顶部 ) 相关 联 ， 并 且 着 丝 粒 周 边 侧 位 区 域 〈 底 部 ) 缺少 异 染 色 质 标志 
H3K9me2, (b) 以 在 果 蝇 和 人 类 中 延伸 的 染色 质 纤 维 研究 为 基础 的 着 丝 粒 染色 质 二 维 结构 示意 图 。 十 和 一 分 别 
表示 为 组 蛋白 修饰 在 常 染 色 质 和 异 染 色 质 中 的 有 和 无 以 及 H3 核 小 体 在 着 丝 粒 染 色 质 上 散在 的 区 块 (Sullivan 
and Karpen 2004; Lam et al. 2006). (© 有 丝 分 裂 染 色 体 着 丝 粒 区 域 染 色 质 三 维 组 织 结构 模型 。 相似 修饰 的 核 
小 体 之 间 的 关联 可 能 有 助 于 着 丝 粒 和 侧 位 染色 质 的 不 同 的 三 维 结构 的 形成 。 散 在 的 CENP-A/CID 和 不 同 修饰 的 
H3 和 H4 可 能 介 导 了 中 期 染色 体 中 发 现 的 圆柱 形 三 维 结构 的 形成 《Biower et al. 2002; Sullivan and Karpen 
2004). H3K9me2 染色 质 ， 其 能 够 募集 异 染 色 质 蛋白 〈 如 HPD 和 黏附 蛋白 〈 如 RAD21/SCC1)， 出 现在 位 于 
有 丝 分 裂 姐 妹 染色 单 体 之 间 的 内 动 粒 和 侧 位 着 丝 粒 染色 质 区 域 。 这 种 排列 方式 可 能 对 于 CENP-A 萌 向 有 缘分 裂 
染色 体 的 极 向 面 以 及 便于 外 部 动 粒 蛋白 的 募集 、 促 进 HPI 自身 相互 作用 以 及 正确 的 染色 体 浓 缩 和 黏附 是 必需 
的 。 黏 结 蛋白 呈现 为 环形 结构 与 最 近 提出 的 模型 一 致 。 


染色 质 状 态 可 能 与 着 丝 粒 区 域 的 特性 有 关 ， 如 CEN 和 侧 位 异 染 色 质 的 不 同 复制 时 间 
(Sullivan and Karpen 2001; Blower et al. 2002). 着 丝 粒 周边 侧 位 异 染 色 质 修饰 可 能 也 
通过 制造 CEN 染色 质 的 障碍 来 维持 着 丝 粒 的 大 小 。 在 果 蝇 中 ， 当 侧 位 异 染 色 质 移 除 之 
后 CEN 染色 质 稳定 地 扩展 到 邻近 的 序列 ， 使 新 着 丝 粒 具有 活性 (图 14-5b) (Maggert 
and Karpen 2001), CENP-A 的 过 表达 导致 在 常 染 色 质 中 异 位 产生 ， 但 是 异 染 色 质 中 则 
正常 (Heun et al，2006) 。 有 趣 的 是 ，CENP-A 在 人 类 细胞 中 的 过 表达 导致 CEN 染色 
质 的 蔓延 和 侧 位 H3K9 甲 基 化 的 改变 (Lam et al. 2006) 。 因 此 ， 着 丝 粒 的 大 小 可 能 是 
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由 两 个 表 观 遗传 状态 的 平衡 决定 的 ， CEN 染色 质 和 侧 位 着 丝 粒 周边 异 染 色 质 ， 

姐妹 染色 单 体 黏附 需要 的 蛋白 在 S 期 与 DNA 复制 共同 完成 ， 在 着 丝 粒 周边 的 异 染 
色 质 中 最 为 集中 。 这 种 分 布 可 能 与 有 丝 分 裂 中 动 粒 的 双向 定位 及 分 型 中 期 釉 附 状态 的 维 
持 有 关 ， 尽 管 分 裂 中 期 有 集中 于 动 粒 的 纺锤 体 介 导 的 力 存 在 (Watanabe 2005) 。 黏 附 的 
表 观 遗传 调节 包括 黏 结 蛋白 通过 HP1 的 募集 ( 裂 殖 醇 母 的 Swi6)， 这 反 过 来 又 被 着 丝 
粒 周边 异 染 色 质 中 的 高 度 集 中 的 H3K9 甲 基 化 介 导 (Nonaka et al，2002) 。 因 此 ，CEN 
特异 的 组 蛋白 修饰 组 合 可 能 对 姐妹 动 粒 邻 近 的 异 染 色 质 黏附 复合 物 的 募集 有 重要 作用 ， 
从 而 确保 黏附 区 域 和 动 粒 区 域 在 空间 上 的 分 离 (Sullivan and Karpen 2004; 也 见 第 6 
节 )。 

在 人 类 和 果 蝇 有 丝 分 裂 的 染色 体 上 ，CENP-A 亚 域 融合 形成 三 维 的 圆柱 形 结构 去 
除了 大 部 分 H3 核 小 体 (Blower et al. 2002), CENP-A 核 小 体 区 块 是 面向 染色 体 的 极 
问 面 的 ，H3 核 小 体 的 区 块 定 位 是 朝向 内 染色 质 区 域 的 。 内 和 外 动 粒 蛋 白 是 包 绕 CENP- 
A 圆柱 体 的 ; 这 一 三 维 排列 方式 在 募集 其 他 动 粒 蛋 白 时 起 到 核心 的 作用 (Blower et al. 
2002) 。 为 了 顺应 二 维 的 散在 分 布 的 CENP-A 和 H3 Kik (图 14-6b 和 14-7b) 与 三 维 的 
有 丝 分 裂 染 色 体 的 分 离 ， 有 人 认为 CEN DNA 可 能 是 螺旋 或 环绕 圆柱 状 结构 的 ， 导 致 
与 相同 的 成 分 呈 线 性 排列 或 堆积 在 一 起 (图 14-7c) 。 因 此 ， 不 同 修饰 的 散在 的 H3 核 小 
体 和 侧 位 异 染 色 质 可 能 与 有 丝 分 裂 中 的 CEN 染色 质 三 维 结构 的 募集 有 关 (Sullivan and 
Karpen 2004)。 这 种 排列 可 能 对 于 把 CENP-A 染色 质 暴露 到 染色 体外 部 有 关 ， 它 能 通 
过 建立 纺锤 体 极 相关 的 双向 姐妹 动 粒 方式 募集 动 粒 和 蛋白 。 


3.4 着 丝 粒 结构 ， 功 能 和 传递 模型 


现在 正在 探索 的 关键 问题 是 CENP-A 和 其 他 表 观 遗传 标记 是 如 何 特异 的 在 着 丝 粒 
定位 和 传递 的 ? 男 一 种 思考 这 个 问题 的 方式 是 分 析 CENP-A 为 什么 能 够 仅 在 着 丝 粒 染 
色 质 进行 装配 ? 一 个 很 有 吸引 力 的 模型 提出 CEN DNA 复制 和 CENP-A 表达 与 大 块 染 
色 质 调节 的 CENP-A 在 着 丝 粒 的 特异 整合 ， 二 者 有 不 同 的 时 间 安 排 (Ahmad and Heni- 
koff 2001)。 然 而 ，CEN DNA 的 复制 贯穿 于 人 类 和 果 蝇 SS 期 ， 与 大 多 数 DNA 复制 同 
时 发 生 (Shelby et al. 2000; Sullivan and Karpen 2001), CENP-A 的 整合 发 生 在 非 
DNA 复制 阶段 (Shelby et al. 2000; Ahmad and Henikoff 2001)。 这 些 发 现 排除 了 
CENP-A 传递 和 着 丝 粒 特征 性 的 严格 复制 时 间 机 制 。 

一 个 有 趣 的 发 现 是 CENP-A 通过 一 个 复制 非 依 赖 的 方式 经 组 蛋白 交换 复合 体 主动 
整合 进 核 小 体 (Shelby et al. 2000; Ahmad and Henikoff 2001)， 由 此 提出 了 一 个 更 具 
吸引 力 的 机 制 。H3. 3 Æ H3 的 一 个 变 体 ， 它 的 复制 非 依 赖 组 装 (Ahmad and Henikoff 
2002) 是 由 一 个 称 为 组 蛋白 调节 因子 A(histone regulator A, HIRA) 的 复合 体 介 导 的 ， 
而 非 由 常规 H3 核 小 体 复制 依赖 的 染色 质 组 装 因子 (chromatin assembly factor, CAF) 
复合 体 介 导 (Nakatani et al. 2004), HIRA 成 分 的 缺失 导致 酿酒 酵母 中 CENP-A 的 错 
误 定 位 (Sharp et al，2002)。 然 而 ， 在 多 细胞 生物 和 和 裂 殖 酵母 中 HIRA 的 组 分 是 否 影 响 
着 丝 粒 染色 质 还 不 清楚 ， 在 这 两 者 中 着 丝 粒 特征 性 是 表 观 遗传 决定 的 。 更 重要 的 是 ， 这 
些 蛋 和 白 在 染色 质 组 装 和 结构 总 体 上 起 一 定 的 作用 ， 如 H3. 3 的 置信 ; 因此， 已 经 明确 的 
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HIRA 成 分 不 能 解释 其 在 着 丝 粒 的 特异 整合 。 有 一 种 可 能 是 HIRA 复合 体 的 一 小 部 分 ， 
包含 着 仅 与 HIRA 作用 的 因子 ， 其 识别 复制 的 CEN 染色 质 中 已 经 存在 的 CENP-A 核糖 
$; 但 是 ， 目 前 还 没有 鉴别 出 这 样 的 特异 因子 。 一 种 非特 异 组 装 因 子 参 与 调节 的 设想 是 
由 CENP-A 或 CENP-A 核 小 体 提供 了 特异 性 。 例 如 ， 已 明确 的 CENP-A 和 H4 在 结构 
上 的 关系 能 够 为 新 CENP-A 在 着 丝 粒 的 装配 提供 特异 性 ， 正 如 CENP-A 定位 到 着 丝 粒 
的 相互 作用 域 的 现象 所 提示 的 那样 。 (Black et al，2004) 。 然 而 ， 还 不 清楚 这 些 结构 域 
在 内 源 CENP-A 缺乏 时 是 否 足够 定位 到 着 丝 粒 。 

目前 需要 从 新 的 角度 思考 有 关 着 丝 粒 特征 和 传递 的 表 观 遗传 的 调节 的 问题 。 裂 殖 酵 
母 中 ，CENP-A 和 蛋白 降解 缺陷 导致 其 错误 整合 人 正常 的 非 着 丝 粒 区 域 ， 正 常情 况 下 这 
些 除去 内 源 着 丝 粒 的 区 域 应 该 是 被 一 种 未 知 的 “清除 ”机 制 所 移 除 (Collins et al. 
2004) 。 这 提示 着 丝 粒 特征 性 的 调节 可 能 是 在 核 小 体 装 配 后 的 某 一 时 间 进 行 的 。 然 而 ， 
CENP-A 在 有 果 蝇 中 的 错误 定位 导致 异常 的 动 粒 形成 (Heun et al，2006)， 表 明 移 除 错 误 
定位 的 CENP-A 可 能 是 裂 殖 酵母 特异 的 。 

然而 ， 这 种 “ 负 特 异 ” 模 型 的 其 他 形式 也 是 值得 思考 的 。 对 所 有 着 丝 粒 特征 性 模型 
的 关键 问题 是 什么 提供 了 这 种 特异 性 ? 在 这 一 事件 中 ， 为 什么 CENP-A 等 蛋白 只 保留 
在 了 一 个 位 点 ? 由 这 一 事实 提出 的 一 个 新 的 思路 是 其 与 纺锤 体 稳 定 的 联系 可 能 是 功能 着 
丝 粒 / 动 粒 特有 的 性 质 (Mellone and Allshire 2003) 。 因 此 ， 着 丝 粒 延伸 和 CENP-A 整 
合 位 点 可 能 是 在 有 丝 分 裂 过 程 中 决定 的 ， 机 制 是 一 种 对 动 粒 -纺锤 体 接 触 或 纺锤 体 介 导 
的 张力 的 感知 。 另 一 个 值得 探讨 的 思路 是 散在 的 H3 核 小 体 经 组 蛋白 修饰 酶 〈 如 乙酰 转 
移 酶 、 甲 基 转 移 酶 和 激酶 ) 修饰 可 能 有 助 于 着 丝 粒 特征 性 的 蔓延 ， 其 与 CENP-A 相关 
Se AZARAE CENP-A F440 (Sullivan and Karpen 2004)。 不 同 修 饰 的 散在 的 
H3 亚 域 (图 14-7) 可 以 产生 新 CENP-A 装配 必需 的 “允许 ”状态 的 染色 质 结构 。 

不 考虑 模型 的 因素 而 鉴别 CENP-A 置 人 着 丝 粒 所 需 因 子 有 可 能 提供 新 的 视角 。 生 
物化 学 和 遗传 学 研究 鉴定 出 一 些 影响 CENP-A 在 着 丝 粒 信和 号 的 因子 ， 包括 已 知 的 在 非 
复制 依赖 染色 质 装配 中 涉及 的 因子 。 然 而 ， 没 有 任何 一 个 因子 能 够 特异 的 与 CENP-A 
或 其 他 着 丝 粒 染色 质 和 蛋白 或 修饰 相互 作用 。 尽 管 如 此 ， 这 些 因 子 被 鉴定 就 是 令 人 兴奋 的 
成 果 ， 阅 明 特 异 的 机 制 应 该 也 不 远 了 。 


3.5 表 观 遗传 学 与 着 丝 粒 的 演变 


着 丝 粒 对 于 细胞 和 生物 体 生 存 的 重要 性 是 不 言 而 喻 的 ， 着 丝 粒 应 该 不 会 出 现 获得 或 
丢失 的 问题 。 如 果 细 胞 或 单 细 胞 生物 体 的 着 丝 粒 “ 硬 线 ” (hard-wired) 地 存在 于 DNA 
的 一 级 序列 中 具有 显著 优势 ， 那 么 为 什么 着 丝 粒 要 受到 表 观 遗传 机 制 的 调控 ? 

一 个 非常 值得 探讨 的 问题 是 着 丝 粒 特征 性 的 表 观 遗传 调控 对 进化 中 累积 于 染色 体 、 
DNA 序列 和 和 蛋 昌 质 的 变化 是 必要 的 。 哺 乳 动物 RRR RAMD. BRAB 
门类 的 研究 表明 ， 着 丝 粒 的 获得 或 缺失 是 染色 体 进化 的 标记 (Ferreri et al. 2005). #4 
近 物 种 染色 体 辟 在 排列 和 关联 上 经 常 是 不 同 的 ， 即 使 是 在 DNA 序列 基本 一 致 的 基础 
上 上。 着 丝 粒 的 获得 或 缺失 经 常 伴 有 和 转 位 和 重 排 ,但 也 可 能 是 受到 他 们 的 影响 。 例 如 ， 对 
仅 存 在 一 个 着 丝 粒 的 需求 会 引起 许多 无 意义 的 双 着 丝 粒 和 无 着 丝 粒 染色 体重 排除 非 发 


表 观 遗传 学 


生 看 丝 粒 失 活 或 新 着 丝 粒 活化 图 14-8a) 。 因 此 ， 将 着 丝 粒 通过 莺 延 、 跳 路 或 活化 ， 从 
一 个 DNA 序列 转移 到 另 一 个 位 置 的 能 力 ， 可 能 会 加 速 染 色 体 的 进化 。 另 外 ， 扩 张 、 收 
缩 和 碱 基 改变 在 进化 过 程 的 高 度 重 复 卫 星 序 列 中 经 常 发 生 ， 并 且 与 着 丝 粒 部 位 有 -一定 联 
R (K 14-8b) 。 尤 其 是 植物 的 着 丝 粒 在 进化 过 程 中 表现 出 快速 和 显著 的 DNA 序列 和 位 
置 的 变化 (Hall et al. 2006) 。 然 而 ， 现 在 还 不 清楚 是 否 是 DNA 的 变化 引起 着 丝 粒 的 移 
动 ， 还 是 对 着 丝 粒 运动 的 反应 ， 或 是 根本 不 相关 。 尽 管 如 此 ， 仍 然 需要 有 表 观 遗传 提供 
的 不 依赖 于 序列 改变 的 维持 着 丝 粒 功 能 和 草 延 的 机 制 。 
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图 14-8 ”染色 体 进 化 和 着 丝 粒 特征 性 表 观 遗传 调控 

与 特异 DNA 序列 相关 的 着 丝 粒 可 塑性 可 能 对 于 进化 中 调节 序列 改变 和 染色 体重 排 是 必要 的 。 (a) 进化 中 经 
常 发 现 的 易 位 能 够 产生 无 着 丝 粒 和 双 着 丝 粒 染色 体 ， 两 者 正常 情况 下 在 有 丝 分 裂 和 减 数 分 慢 过 程 中 会 丢失 。 
表 观 遗传 调控 和 可 塑性 使 得 无 着 丝 粒 片段 获得 新 着 丝 粒 功能 ， 双 着 丝 粒 染色 体 上 的 一 个 着 丝 粒 失 活 ， 或 产生 
两 个 易 位 产物 的 正常 遗传 。(B. P. 为 易 位 分 界 点 ) b 大 多 数 真 核 生 物 的 着 丝 粒 镰 所 在 异 染色 质 和 重复 DNA 
序列 之 中 ， 特 别 是 高 度 重复 的 卫星 序列 。 这 些 序列 在 进化 中 发 生变 化 的 几率 非常 高 ， 经 常 发 生 碱 基 改变 或 排 
列 扩 张 或 收缩 。 着 丝 粒 对 特异 DNA 序列 严格 的 依赖 性 会 导致 着 丝 粒 和 动 粒 功能 的 丢失 和 有 害 的 染色 体 丢 失 。 
相反 ， 着 丝 粒 特征 性 和 位 置 的 表 观 遗传 调控 提供 了 一 种 尽管 有 序列 改变 也 能 维持 着 丝 粒 的 机 制 。 


基于 跨 物种 着 丝 粒 蛋 日 的 氨基 酸 序列 比 对 提出 了 一 种 新 的 说 法 ， 即 结构 域 与 CEN 
DNA 结合 “ 共 进 化 ”以 适应 卫星 序列 的 变化 (Malik and Henikoff 2002; 另 见 第 13 
章 ) 。 这 一 模型 的 一 个 有 趣 的 成 分 提示 这 些 改变 是 由 减 数 分 裂 驱动 的 ， 是 一 个 减 数 分 裂 
过 程 发 生 的 等 位 基因 的 选择 〈 并 且 是 缺乏 整体 染色 体 时 ) 。 因 此 ， 具 有 对 于 CEN 染色 
质 蛋 白 最 强 亲 和 力 的 一 个 着 丝 粒 ， 在 整合 人 功能 性 生殖 细胞 这 一 点 来 说 是 最 成 功 的 (如 
在 内 性 减 数 分 裂 中 是 卵 母 细 胞 而 不 是 极 体 ) 〈 见 第 5 节 中 有 关 减 数 分 裂 驱 动 的 其 他 例 
子 )。 这 样 反 过 来 又 能 促使 其 他 着 丝 粒 适应 相同 的 DNA 序列 和 和 蛋白 变 体 从 而 能 够 有 效 
地 分 离 。 

表 观 遗传 标记 ， 如 CENP-A 的 缺失 ， 提 供 了 另外 一 种 在 着 丝 粒 DNA 不 去 除 的 情况 


第 14 章 染色 体 遗 传 的 表 观 遗 传 学 调控 


下 着 丝 粒 失 活 的 机 制 ， 如 同 大 量 生 物 中 CENP-A 缺失 的 结果 所 描述 的 那样 (Cleveland 
et al. 2003)。 着 丝 粒 获得 机 制 的 探讨 更 具有 挑战 性 ， 这 是 因为 其 要 求 在 DNA 序列 不 变 
的 情况 下 寻找 表 观 遗传 标志 。 果 蝇 中 ， 试 验 性 诱导 新 着 丝 粒 的 研究 指出 了 一 个 着 丝 粒 获 
得 的 分 子 机 制 ， 即 通过 CENP-A 等 关键 着 丝 粒 蛋 百 的 顺 式 蔓延 (图 14-5b) (Maggert 
and Karpen 2001)。 然 而 ， 这 一 模型 并 不 适用 于 人 类 新 着 丝 粒 的 形成 和 进化 过 程 中 获得 
着 丝 粒 的 多 数 情况 ， 因 为 它们 都 是 在 亲本 着 丝 粒 较 远 处 发 生 的 。 对 于 这 些 着 丝 粒 生成 更 
适合 的 机 制 包括 由 于 过 表达 导致 的 CENP-A 误 定位 ， 在 果 蝇 试验 中 有 一 样 的 结果 即 易 
位 动 粒 的 形成 CHeun et al. 2006), CENP-A 过 表达 在 结肠 癌 和 乳腺 肿瘤 中 都 有 所 发 
现 ， 表 明 可 能 这 与 癌症 中 整体 基因 组 不 稳定 有 关 。 进 一 步 对 CENP-A 误 定 位 在 不 同类 
型 人 类 肿瘤 中 的 发 生 率 以 及 在 癌症 起 始 和 进展 过 程 中 出 现 的 时 间 选 择 研 究 能 够 直接 验证 
这 一 假说 以 及 其 在 着 丝 粒 进化 中 的 作用 。 

最 后 ， 散 漫 着 丝 粒 染色 体 可 能 可 以 代表 第 一 批 着 丝 粒 ; 动 粒 形成 可 能 首先 随 着 随机 
序列 特异 性 进化 ， 随 后 由 于 转 座 子 侵 人 人， 卫星 DNA 的 扩展 以 及 侧 位 异 染 色 质 的 形成 ， 
进化 为 单 着 丝 粒 染 色 体 。 然 而 ， 全 着 丝 粒 染 色 体 也 可 能 是 从 单 着 丝 粒 染色 体 进 化 而 来 ， 
机 制 是 异 染色 质 边 界 元 件 的 丢失 和 着 丝 粒 染 色 质 的 顺 式 蔓延 ， 这 个 过 程 与 果 蝇 新 着 丝 粒 
产生 相 类 似 CMaggert and Karpen 2001). 


4, 异 来 色 质 和 减 数 分 裂 配对 /分 高 


大 多 数 生物 中 减 数 分 裂 由 以 下 步骤 构成 ， 配对， 同 源 染 色 体 排列 ; OKS, MIR 
体 通 过 联 会 复合 体 (synaptonemal complex, SC) 连接 ; @ 重 组 ， 从 空间 结构 上 连接 同 
源 染色 体 并 进行 遗传 信息 交换 ; ORAON 工期 同 源 染 色 体 向 相对 的 两 极 分 离 ; 名 减 数 
分 裂 工 期 姐妹 染色 单 体 分 离 〈 图 14-9) 。 异 染色 质 元 件 如 着 丝 粒 和 端 粒 在 控制 常 染色 质 
重组 发 生 中 起 到 重要 作用 ;可 以 肯定 的 是 ， 异 染色 质 成 分 〈 特 别 是 着 丝 粒 ) 对 于 分 离 至 
关 重 要 。 而 且 ， 许 多 最 近 的 研究 论证 组 蛋白 修饰 或 其 他 的 表 观 遗传 成 分 和 过 程 在 促进 减 


数 分 裂 过 程 中 起 到 重要 作用 。 例 如 ， 秀 丽 隐 杆 线虫 中 H3K9 甲 基 化 需要 的 HIM-17 重 


白 ， 对 于 起 始 减 数 分 裂 重 组 的 DSB 的 形成 是 必需 的 〈Reddy and Villeneuve 2004) 。 组 
蛋白 激酶 1 (histone kinase，Hskl) 对 于 裂 殖 酵 母 中 DSB 的 起 始 也 是 同样 需要 的 。 组 
蛋白 甲 基 化 对 于 果 蝇 (Cullen et al. 2005; Ivanovska et al. 2005) 和 哺乳 动物 系统 (De 
La Fuente 2006) 中 减 数 分 裂 染 色 体 分 离 过 程 也 是 需要 的 。 

虽然 利用 重组 以 确保 减 数 分 裂 的 染色 体 分 离 是 基本 通用 的 ， 减 数 分 裂 系统 在 缺乏 重 
组 的 同 源 体 中 也 能 存在 〈 即 无 交叉 的 减 数 分 型 系统) 。 在 这 样 的 系统 中 ， 蜡 染色 质 配 对 
以 及 其 他 表 观 遗传 修饰 的 底 物 ， 似 乎 都 起 到 关键 作用 。 这 在 果 蝇 中 尤为 明显 ， 在 酵母 中 
可 能 也 是 事实 。 最 后 ， 许 多 减 数 分 裂 驱动 系统 已 经 被 了 解 清 楚 一 一 如 减 数 分 裂 分 离 过 程 
对 一 个 等 位 基因 的 偏爱 ， 其 中 ， 特 定 的 异 染 色 质 元 件 的 修饰 可 引起 或 允许 后 续 特 异 染色 
体 或 整套 染色 体 的 丢失 或 失 活 。 
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图 14-9 ”从 力学 角度 阐述 减 数 分 裂 过 程 

在 第 一 次 减 数 分 裂 过 程 中 ， 同 源 染 色 体 配对 必须 完成 三 件 事情 。 首 先 ， 同 源 染 色 体 必须 沿 着 总 体 长 度 进行 配对 。 
实际 上 ， 对 于 所 有 的 生物 体 ， 配 对 以 一 种 紧密 的 状态 达到 完善 ， 同 源 染 色 体 相互 连接 。 这 种 状态 称 为 联 会 。 第 二 ， 
同 源 染 色 体 和 通过 重组 彼此 锁 在 一 起 ， 称 为 交换 (crossing-over)。 这 些 结构 上 的 交换 (crossover) 称 为 交叉 《chi- 
asmata)， 即 在 交叉 两 边 的 姐妹 染色 单 体 上 出 现 结构 上 的 互 锁 。 配 对 和 重组 都 出 现在 前 期 (在 核 膜 破坏 之 前 )。 第 
三 个 主要 事件 是 分 离 ， 是 在 核 膜 破裂 之 后 产生 的 。 在 纺锤 体 装配 的 早期 (前 中 期 )， 染 色 体 舍 集 产生 赤道 板 。 在 
许多 雄性 动物 中 ， 具 有 中 心 粒 减 数 分 裂 纺锤 体 ， 在 多 数 峻 性 动物 中 ， 纺 锤 体 则 无 中 心 体 。 在 这 种 情况 下 ， 染 色 
体 本 身 将 形成 一 个 团 块 最 终 变 成 赤道 板 ， 并 环绕 组 成 一 个 双 极 染色 体 。 一 旦 染色 体 确定 了 正确 方向 〈 即 同 源 动 
粒 达 到 纺锤 体 两 极 并 在 赤道 板 得 以 平衡 ) ， 各 种 机 制 触 发 了 后 期 的 开始 。 后 期 ， 姐 妹 染 色 单 体 黏附 沿 着 染色 体 
BER 〈 但 不 靠近 着 丝 粒 处 ) 。 这 时 联 会 解体 ， 交 叉 (chiasmata) 由 交换 (crossover) 产生 ， 导致 同 源 染 色 体 
分 离 并 在 后 期 工 向 两 极 移动 。 减 数 分 裂 了 期 ， 基 本 上 就 等 于 没有 复制 和 重组 的 单 倍 体 有 丝 分 裂 。 


4.1 雄性 果 蝇 的 一 个 异 染 色 质 配对 位 点 的 发 现 


第 一 个 介 导 同 源 体 配对 和 分 离 的 异 染 色 质 元 件 是 介 导 雄性 果 蝇 精子 发 生 过 程 中 无 交 
又 性 染色 体 对 配对 和 分 离 的 着 丝 粒 周 边 异 染色 质 结构 。 该 结构 称 为 配对 区 (collo- 
chores)， 是 与 rDNA 重复 序列 相对 应 的 ; 这 些 rDNA 基因 整合 人 配对 区 缺失 的 X 染色 
体 后 ， 在 rDNA 插入 位 置 可 恢复 X-Y 配对 (McKee 1998), 与 配对 相关 的 至 关 重 要 的 
rDNA 重复 片段 是 基因 间隔 内 的 240bp 重复 序列 。 当 在 多 个 副本 中 出 现 的 时 候 ， 这 个 
240bp 重复 序列 有 助 于 雄性 果 晶 减 数 分 裂 的 X-Y 染色 体 配对 以 及 后 续 的 分 离 。 虽 然 果 
蝇 精 母 细 胞 中 蜡染 色 质 联结 促进 常 染 色 质 配对 是 仍 待 解 决 的 问题 ， 我 们 将 在 下 文中 讨论 
大 量 的 介 导 或 维持 配对 缺失 所 引起 常 染 色 质 不 正确 的 激活 或 失 活 的 发 现 。 这 种 情况 经 常 
会 导致 精子 发 生 的 失败 (McKee 1998), 


4.2 雌性 果 蝇 异 染 色 质 配对 促进 分 离 


在 雌性 果 蝇 中 有 两 种 主要 机 制 确 保 同 源 染 色 体 分 离 : 交叉 系统 介 导 交叉 同 源 体 分 
离 ， 该 过 程 发 生 交 换 ;， 无 交叉 系统 可 保证 配对 同 源 体 分 离 但 无 法 发 生 交换 。 例 如 ， 人 小 点 
状 四 号 染色 体 从 不 发 生 交换 ， 而 且 它们 在 减 数 分 裂 时 彼此 分 离 并 具有 高 保 真 性 。 细 胞 学 
和 遗传 学 试验 证 实 无 交叉 配对 和 分 离 需 要 异 染色 质 。 无 交叉 染色 体 同 源 异 染色 质 区 域 配 
对 从 前 早期 一 直 持 续 到 前 中 期 1 ， 无 交叉 同 源 体 开始 从 它们 的 配对 体 分 离 (图 14-10) 


第 14 章 ”染色体 遗 传 的 表 观 遗传 学 调控 


(Dernburg et al. 1996) 。 另 外 ， 缺 失 研 究 发 现 内 性 果 蝇 同 源 无 交叉 分 离 是 完全 异 染 色 质 
同 源 性 依赖 的 《Hawley et al. 1993; Karpen et al. 1996) 。 介 导 这 些 配对 和 分 离 是 否 是 
异 染 色 质 序列 或 异 染色 质 和 蛋白 的 一 般 特性 ， 或 是 散在 于 异 染 色 质 内 的 众多 特异 序列 的 结 
果 ， 还 尚 不 清楚 。 





前 其 前 中 期 
ae 
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一 常 染 色 质 


图 14-10 ”雌性 果 蝇 中 确保 同 源 体 分 离 的 两 种 机 制 
雁 性 果 蝇 的 减 数 分 裂 过 程 具 有 一 个 非 正 常 的 双 线 期 (下 )。 在 规范 的 减 数 分 裂 中 ， 双 线 期 〈《 有 时 候 也 称 
为 双 线 期 - 终 变 期 ) 为 前 期 的 最 后 一 个 阶段 ， 其 间 同 源 体 互相 排斥 仅 有 交叉 互相 连接 CL). Ril, AE 
性 果 邵 ， 只 有 染色 体 的 常 染 色 质 药 在 前 期 末 排 斥 或 分 离 : 蜡染 色 质 区 域 在 前 期 末 BRA) 和 前 中 
期 也 紧密 结合 配对 〈Dernburg et al. 1996) 。 在 无 交换 时 这 些 异 染色 质 配 对 对 于 确保 分 离 忠 实 性 是 必要 
且 充 分 的 〈Hawley et al. 1993; Karpen et al. 1996), 


4.3 ”着 丝 粒 在 芽 殖 酵母 无 交叉 分 离 中 的 促进 作用 


虽然 肉 性 果 蝇 侧 位 异 染 色 质 区 域 看 似 对 于 介 导 无 交叉 的 分 离 是 足够 的 ， 但 是 在 酿酒 
酵母 中 ， 着 丝 粒 序列 本 身 即 可 以 完成 这 一 功能 。Dean Dawson 和 合作 者 在 带 有 一 对 部 
分 同 源 的 染色 体 的 酵母 中 分 析 减 数 分 裂 ， 这 些 染 色 体 来 自 于 不 同 种 的 酵母 (Kemp et 
al. 2004)。 尽 管 这 些 染 色 体 带 有 相似 的 基因 ， 它 们 的 不 同 之 处 也 足以 避免 出 现 交叉 ， 
而 且 也 能 够 忠实 地 相互 分 离 。 虽 然 这 些 部 分 同 源 的 染色 体 臂 在 减 数 分 裂 前 期 中 相互 联系 
的 发 生 率 也 并 不 比 异 种 染色 体高 ,但 是 这 些 部 分 同 源 染 色 体 具有 高 水 平 的 着 丝 粒 配对 
(Kemp et al. 2004) 。 而 且 ， 第 三 个 非 交 换 染 色 体 的 出 现 能 够 减少 这 些 配 对 的 发 生 ， 即 
使 它 带 有 一 个 不 同 的 着 丝 粒 区 域 ， 表 明 着 丝 粒 配对 是 序列 非 依赖 性 的 。 

如 果 着 丝 粒 配对 不 需要 序列 的 同 源 性 ， 那 么 为 什么 部 分 同 源 的 染色 体 分 离 不 是 随机 
发 生 的 呢 ? Kemp 等 (2004) 提出 “是 交换 和 交换 后 发 生 的 联 会 ， 使 同 源 着 丝 粒 并 列 并 
阻止 了 着 丝 粒 的 随机 配对 ”。 依 照 这 一 模型 ， 着 丝 粒 可 能 是 以 一 种 完全 的 序列 非 依赖 的 
方式 起 始 配对 。 同 源 染 色 体 臂 发 生 交 换 时 ， 它 们 的 着 丝 粒 从 潜在 的 非 同 源 的 染色 体 联结 
中 分 离 出 来 并 强行 进入 到 辐 源 配对 中 。 通 过 交换 依赖 性 ， 着 丝 粒 成 为 一 种 “单线 态 ”， 
然后 便 可 自由 地 与 其 他 未 配伍 的 着 丝 粒 发 生 再 联结 ， 并 最 终 与 未 发 生 交换 的 染色 体 的 着 
丝 粒 配对 。Kemp 等 提出 一 个 相似 的 过 程 ， 就 像 高 校 舞 会 中 较 有 魅力 的 孩子 找 舞伴 配 
对 ， 然 后 较 无 吸引 力 的 孩子 作为 舞伴 配对 。 几 十 年 以 前 Rhoda Grell 就 已 经 提出 了 一 个 
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带 有 单 倍 型 的 果 蝇 二 号 染色 体 在 精子 细胞 成 熟 过 程 中 能 够 通过 阻止 同 源 体 正确 的 浓缩 来 
减少 它 的 野生 型 同 源 体 (表示 为 SD+ )。 只 有 带 有 SD 的 精子 细胞 能 够 完全 成 熟 为 成 熟 
的 精子 并 且 能 够 传递 给 后 代 。 

SD 染色 体 带 有 几 个 分 散 的 与 其 功能 有 关 的 遗传 元 件 。 其 中 最 重要 的 就 是 常 染 色 质 
SD 突变 本 身 ， 它 通过 作用 于 一 个 携带 分 开 的 异 染色 质 目标 元 件 的 Rsp 序列 引起 精子 细 
胞 功能 障碍 (Ganetzky 1977). Rsp 自身 由 一 个 位 于 的 二 号 染色 体 的 着 丝 粒 周边 异 染 色 
质 的 重复 元 件 构成 《Wu et al，1988) 。 同 源 的 SD* 染色 体 浓 缩 缺陷 的 发 生 率 依 赖 于 
Rsp 重复 序列 拷贝 数 的 多 少 。 除 此 之 外 ， 还 有 许多 其 他 的 元 件 有 利于 SD 发 挥 引起 紊乱 
能 力 ， 通 常 位 于 携带 SD 的 染色 体 之 上 。 | | 

SD 突变 本 身 是 一 个 包含 RanGAP 基因 的 小 串联 复制 。 重 排 产 生 了 一 个 羧基 端 缺 失 
了 234 个 氨基 酸 残 基 的 RanGAP 蛋白 突变 体 ， 从 而 导致 核 转运 缺陷 (Kusano et al. 
2003) 。 为 什么 这 样 一 个 突变 可 能 引起 带 有 Rsp 的 染色 体 产生 染色 质 浓缩 失败 仍然 不 清 
4 (iil, Kusano et al. 2003 中 讨论 的 可 能 机 制 )。 


5.2 曹 蚊 中 父 源 染色 体 丢失 和 响应 元 件 定位 


草 蚊 的 体 细胞 和 生殖 细胞 内 均 发 生父 源 染 色 体 剔除 的 复杂 过 程 。 它 们 都 来 源 于 
AnA pX m& Xs 基因 型 的 合子 ， 即 从 母亲 获得 一 套 常 染色 体 和 一 个 义 染 色 体 ， 从 父亲 获 
得 一 套 常 染色 体 和 两 个 X 染色 体 。 注 定 成 为 肉 性 的 胚胎 体 细 胞 将 丢失 一 个 来 自 于 父亲 
的 义 染 色 体 ， 注 定 成 为 雄性 的 胚胎 体 细胞 将 丢失 两 个 来 自 于 父亲 的 义 染 色 体 。 关 于 XX 
染色 体 剔 除 的 实际 机 制 ， 涉 及 不 完全 姐妹 染色 单 体 分 离 的 理论 ， 由 de Saint Phalle 和 
Sullivan 在 1996 年 提出 。 

父 源 和 染色 体 丢失 也 发 生 在 由 生殖 细胞 系 组 成 的 细胞 中 。 在 生殖 细胞 系 发 展 的 后 
期 阶段 ， 一 个 单独 的 X, 染色 体 在 两 性 中 都 将 被 遗弃 。 父 源 X 染色 体 丢 失 后 ， 整 个 父 源 
染色 体 分 布 表 现 为 去 浓缩 化 ， 实 验 时 染色 也 就 很 浅 。 浓 缩 的 不 同 将 会 维持 直到 两 性 一 龄 
幼虫 后 期 ， 也 就 是 下 颌 角 有 丝 分 裂 的 开始 。 在 这 一 阶段 ， 父 源 和 母 源 的 染色 体 都 表现 为 
完全 的 浓缩 。 随 后 发 生 的 雌性 减 数 分 型 具有 正常 的 细胞 学 特征 ， 而 雄性 减 数 分 裂 从 两 个 
方面 来 说 是 不 正常 的 。 首 先 ， 整 套 的 父 源 染 色 体 是 被 剔除 的 ， 其 次 ， 在 减 数 分 裂 卫 期 母 
源 义 染色体 不 分 离 从 而 形成 一 个 具有 一 套 常 染色 体 和 两 个 义 染 色 体 的 精子 细胞 。 

有 趣 的 是 ， 组 蛋白 H3 和 H4 乙醚 化 与 这 些 形式 的 染色 体 剔 除 有 关 (Goday and 
Ruiz 2002) 。 首 先 ， 在 生殖 细胞 系 发 育 的 早期 ， 只 有 一 半 的 来 自 父 源 性 的 染色 体 在 H3 
和 H4 被 高 度 的 乙酰 化 。 正 如 Goday 和 Ruiz 在 2002 年 提出 的 , “生殖 细胞 系 染 色 体 不 
同 的 乙酰 化 标签 与 父 源 和 母 源 早 期 生殖 细胞 系 基 因 组 染色 质 的 数目 不 同 相 一 致 。” 这 一 
原则 的 例外 是 在 生殖 细胞 发 展 过 程 中 ， 父 源 的 和 X 染色 体 将 被 剔除 ， 但 发 生 高 度 的 乙酰 
化 。 在 下 颌 角 有 丝 分 裂 开 始 之 前 ， 所 有 父 源 和 母 源 的 染色 体 均 高 度 乙 酰 化 。 最 有 意思 的 
是 ， 在 雄性 的 减 数 分 裂 中 ， 整 套 的 父 源 染 色 体 都 将 丢失 ， 整 套 的 父 源 染色 体 的 H3 和 
H4 乙酰 化 水 平 较 低 ， 这 是 较 相对 应 的 母 源 染色 体高 度 乙 酰 化 而 言 的 。 虽 然 组 蛋白 修饰 
的 变化 与 后 续 的 剔除 的 相关 机 制 仍然 不 清楚 ， 但 这 种 不 同 似 乎 能 标记 有 丝 分 裂 和 减 数 分 
BAR EEA. 
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5.3 ” 丽 蝇 金 小 蜂 中 父 源 染色 体 丢失 


在 营 寄生 生活 的 丽 蝇 金 小 蜂 中 ， 未 受精 CARMA) 卵 发 展 成 雄性 ， 而 受精 《二 售 
体 ) 卵 通常 发 展 成 肉 性 (Beukeboom and Werren 1993) 。 然 而 ， 存 在 一 种 额外 的 也 染 
色 体 ， 或 称 为 PSR 染色 体 ， 它 能 使 受精 卵 发 展 成 雄性 。PSR 染色 体 在 受精 卵 中 通过 超 
浓缩 和 丢失 所 有 父 源 染色 体 〈 除 了 它 自身 ) 实现 这 种 性 别 的 转变 〔(Werren et al. 
1987), PSR 染色 体 大 部 分 都 是 异 染 色 质 并 含有 常 染 色 体 上 没有 的 串联 重复 序列 。 缺 
失 - 定 位 这 一 染色 体 的 努力 确实 产生 了 非 功 能 性 的 PSR 染色 体 并 能 传递 到 子 代 中 (Beu- 
keboom and Werren 1993)。 然 而 ， 这 些 人 研究 都 没有 能 够 鉴别 出 这 个 染色 体 上 与 之 触发 
父 源 基因 组 破坏 相关 的 特异 区 域 (或 重复 序列 )。 但 是 ， 比 较 著名 的 是 在 一 个 细胞 系 中 
此 类 剔除 衍生 物 可 由 无 功能 恢复 到 有 功能 。 Beukeboom 和 Werren(1993) 提出 PSR 染 
色 体 上 的 某 些 重复 单位 可 能 对 于 受精 后 父 源 染色 体 剔 除 所 需 因子 来 说 是 一 个 “陷阱 
对 于 丽 蝇 金 小 蜂 性 别 决 定 中 基因 组 印记 的 研究 表明 ， 父 源 和 母 源 之 间 确 实 存在 “状态 差 
异 ”， 这 可 能 是 PSR 染色 体 的 贡献 (Dobson and Tanouye 1998) 。 


5.4 玉米 中 的 异 染 色 质 knob 10 序列 在 促进 减 数 分 裂 [ 染 色 体 分 离 中 的 作用 


为 一 个 异 染 色 质 相关 减 数 分 裂 驱动 的 例子 在 保留 有 蜡染 色 质 插入 的 染色 体 中 被 发 
W, RA “knob” (HELA); 它们 在 上 肉 性 减 数 分 裂 过 程 中 有 利于 带 有 knob 的 染色 体 
传递 。Knob 的 分 子 组 成 包括 两 套 串 联 重复 序列 ， 都 以 一 种 长 而 无 间断 的 排列 方式 出 现 
(Dawe and Hiatt 2004) 。 异 染色 质 knob 的 功能 作为 伪 着 丝 粒 有 和 赖 于 10 号 染色 体 的 一 个 
变 体 ， 称 作 异 常 染 色 体 10 (Ab10)。 当 Abl0 出 现 的 时 候 ，knob 形成 伪 着 丝 粒 在 内 源 
着 丝 粒 之 前 向 着 第 一 次 减 数 分 裂 纺锤 体 极 移动 ， 并 且 它 们 仅 外 侧 与 微小 管 联合 ， 不 是 完 
全 功能 性 内 源 着 丝 粒 的 “端点 ” (end-on) 联合 方式 。 因 此 ， 尽 管 命 各 有 混淆 ， 但 由 于 
Knob 本 身 不 能 推动 正常 的 分 离 以 及 不 能 募集 蛋白 或 表现 与 内 源 着 丝 粒 和 动 粒 相 关 的 功 
能 ， 它 们 不 是 “新 着 丝 粒 ”( 见 3. 3 节 )。 

在 减 数 分裂 驱 动 方面 ， 性 母 细胞 中 与 特定 knob 杂 合 的 交换 导致 一 个 仅 在 两 个 单 体 
中 的 一 个 上 带 有 knob 的 交叉 产物 的 形成 (Rhoades and Dempsey 1966 ) 。 伪 着 丝 粒 
knob 指引 带 有 knob 的 染色 单 体 到 四 个 减 数 分 裂 产 物 之 一 ， 称 为 基本 大 孢子 ， 是 两 个 
“外 边 ” 核 之 一 《属于 四 个 减 数 分 裂 产 物 )， 也 是 唯一 可 以 受精 的 (Rhoades and Demp- 
sey 1966; Yu et al. 1997)。 因 此 ， 这 一 系统 中 的 减 数 分 裂 驱 动 是 由 蜡染 色 质 介 导 的 一 
个 姐妹 染色 单 体 定向 分 离 到 功能 性 接合 体 ， 这 是 以 损害 另 一 个 姐妹 染色 单 体 为 代价 的 。 
表 观 遗传 机 制 如 何 调节 knob 行为 和 伪 着 丝 粒 活性 目前 还 是 未 知 的 。 


6. 减 数 分 裂 过 程 中 非 配对 DNA 导致 的 基因 沉默 


许多 例子 表明 减 数 分 裂 配对 失败 导致 未 配对 的 DNA FEUER. ZEEE 
子 中 ， 这 种 沉默 一 般 限制 在 未 配对 的 区 域 。 

6.1 AB RADA HAE DNA 导致 的 减 数 分 裂 沉 默 

一 个 特殊 的 减 数 分 裂 期 间 基 因 沉 默 的 例子 ， 称 为 未 配对 DNA 导致 的 减 数 分 裂 沉 默 
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(meiotic silencing by unpaired DNA, MSUD), WETHER t (参见 综述 Hynes and 
Todd 2003 )。 这 一 过 程 可 使 某 基因 未 配对 的 副本 沉默 其 本 身 或 这 一 基因 任何 其 他 已 配 
对 的 副本 图 1411)。 这 一 过 程 通过 子宫 孢子 成 熟 1 基因 (ascospore maturation, 
asml) 和 杂 合 性 缺失 而 鉴定 。 然 而 ， 一 个 未 配对 的 序列 必须 足够 大 并 与 这 一 基因 的 
mRNA 产物 有 一 定 的 同 源 性 才能 起 始 沉 默 (Lee et al. 2004) 。 但 是 ， 这 样 的 序列 无 需 包 
含 问 题 基 因 的 起 始 原 件 。 沉 默 限制 了 基因 中 未 配对 的 序列 ， 不 能 草 延 到 邻近 配对 的 基因 
部 分 (Kutil et al. 2003) sad-1 基因 编码 的 蛋白 与 RNAi 通路 中 的 RNA- 依 赖 的 RNA 
聚合 酶 (RNA-dependent RNA polymerases, RARP) 具有 较 大 的 同 源 性 ， 其 突变 能 够 
BA MSUD 的 过 程 (Shiu and Metzenberg 2002)， 这 表明 “MSUD 需要 双 链 RNA 的 
合成 和 可 能 的 RNA 扩 增 ”(Hynes and Todd 2003)。 虽 然 在 减 数 分 裂 中 正常 表达 的 基 
因 中 发 现 过 MSUD, 但 在 仅 表 达 于 无 性 生效 细胞 的 基因 中 却 没有 发 现 ， 更 有 力 的 提示 
T RNAi 的 参与 (Hynes and Todd 2003)。 对 此 说 法 的 进一步 支持 源 于 MSUD 过 程 中 
对 类 Argonaute 与 类 Dicer RAW Fe RBA (Lee et al. 2003), 
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沉默 数量 


环 的 大 小 


图 14-11 未 配对 DNA 转录 如 何 导致 减 数 分 裂 中 不 同 程度 沉默 的 模型 
(a) 一 个 单独 的 转录 复合 物 在 较 大 的 环 中 比较 小 的 环 中 有 更 强 的 转录 活性 ， 如 图 中 同心 圈 所 显示 的 。(b) 较 大 
环 可 能 比较 小 环 含 有 更 多 的 转录 复合 物 〈 小 球 ) 。(c) 在 两 个 模型 中 未 配对 的 DNA 在 大 环 中 将 产生 更 高 浓度 的 
siRNA (以 箭头 的 粗细 表示 )， 并 导致 更 多 的 沉默 〈 经 允许 选 自 Lee et al. 2004), 


可 以 认为 MSUD 是 这 两 部 分 过 程 的 交点 ， 反 式 感知 和 MSUD(Pratt et al. 2004). 
反 式 感知 似乎 是 DNA 甲 基 化 依赖 性 的 ， 它 允许 一 个 既定 的 DNA 序列 “感知 ” 减 数 分 
裂 前 期 环境 中 配对 区 域 的 特性 或 同 源 性 。 一 旦 未 配对 序列 通过 这 一 方式 被 识别 ，MSUD 
过 程 就 会 启动 并 抑制 这 些 序列 的 表达 。 

未 配对 DNA 减 数 分 裂 中 沉默 的 一 个 RNA 依赖 机 制 在 秀丽 隐 杆 线虫 中 也 被 发 现 。 
DNA 在 减 数 分 裂 中 缺乏 配对 对 象 则 成 为 组 蛋白 H3K9 甲 基 化 的 靶 点 (Bean et al. 
2004) 。 这 一 沉默 机 制 需要 RNA 依赖 的 RNA 聚合 酶 CEGO-1), 但 不 需要 剪 切 酶 Dicer 
(Maine et al. 2005) 


6.2 /\RRPSERSH AIT 


两 种 性 别 的 小 鼠 中 都 发 现 了 未 配对 DNA 的 减 数 分 裂 沉 默 (Baarends et al. 2005; 
Turner et al. 2005) 。 特 别 是 雄性 减 数 分 裂 中 未 配对 的 常 染 色 体 区 域 ， 或 雌性 减 数 分 裂 


EE nee 


中 未 配对 的 染色体， 它们 都 是 转录 水 平 沉默 或 具有 组 蛋白 H2A 泛 素 化 标记 ， 也 都 有 
雄性 减 数 分 裂 细 胞 出 现 的 正常 XY 体 的 特征 (Baarends et al，2005)。 也 有 报道 来 自 鼠 
转 位 杂 合子 的 未 配对 DNA 被 BRCA1 募集 的 检验 点 激酶 ATR 沉默 ， 此 过 程 类 似 于 正常 
雄性 减 数 分 裂 的 X 和 了 染色 体 沉 默 (Turner et al. 2005), 


6.3 ” 果 蝇 性 染色 体 功 能 紊乱 


雌雄 采 蝇 中 党 染色 质 MSUD 尚未 发 现 。 而 且 ， 常 染色 质 删除 和 复制 的 扩展 研究 认 
为 这 类 基因 存在 的 可 能 性 更 小 。 另 一 方面 ， 着 丝 粒 周边 X 异 染色 质 剔除 与 了 常 染色 体 
多 位 相互 作用 引起 的 雄性 完全 不 育 得 到 了 很 好 的 证 实 〈 见 综述 McKee 1998) 。 这 种 不 育 
不 能 通过 重新 加 入 一 个 完整 的 了 染色 体 或 一 个 X 异 染色 质 所 逆转 。McKee(1998) 提出 
的 Y/ 常 染色 体 易 位 不 育 是 由 一 个 能 够 检测 未 配对 或 配对 不 良 的 性 染色 体 的 减 数 分 裂 检 
验 点 的 出 现 引 起 的 。 在 以 上 所 描述 的 各 种 真 核 生 物 MSUD 的 基础 上 ， 我 们 提出 了 另 一 
种 解释 一 一 X 或 Y 染色体 上 未 配对 序列 触发 了 正常 生育 所 必需 的 元 件 沉默 。 





7. 展望 与 结论 | 
真 核 细 胞 染色 体 曾 经 被 视 为 大 货车 ， 载 满 基 因 并 被 含有 端 粒 “缓冲 器 ”的 动 粒 “ 发 
动机 ”驱动 。 在 酿酒 酵母 中 的 早期 工作 支持 一 种 观点 ， 这 些 运输 车 辆 关键 元 件 的 特性 由 
它们 的 DNA 序列 决定 。 然 而 ， 结 构 的 分 析 ， 如 较 高 等 生物 的 着 丝 粒 ， 指 引 我 们 发 现 遗 
传 元 件 由 染色 质 状 态 编 码 而 不 是 一 个 简单 的 DNA 序列 。“ 可 选择 性 异 染 色 质 ” (faculta- 
tive heterochromatin〉 被 提出 用 于 解释 X RIG. BK “RPE” (inertness) 蔓延 来 解释 位 
置 效 应 花 斑 ， 这些 概念 已 成 为 基因 组 复制 、 修 复 、 有 丝 分 裂 及 减 数 分 裂 和 有 关 的 染色 体 
区 域 活性 机 制 的 所 需 成 分 。 

在 某 些 方面 ， 表 观 遗 传 决定 一 些 关 键 的 功能 的 现象 是 很 令 人 吃惊 的 ; DNA 序列 乍 
看 似乎 决定 着 染色 体 遗 传 的 稳定 机 制 。 然 而 ， 自 然 界 充满 了 与 染色 体 复制 和 分 离 相关 的 
功能 “状态 变化 ”的 例子 ， 如 在 哺乳 动物 和 果 蝇 中 新 着 丝 粒 ， 各 种 系统 中 的 “ 减 数 分 裂 
驱动 ”， 种 种 染色 体 直接 丢失 的 现象 。 许 多 遗传 元 件 与 高 度 稳定 的 DNA 重复 序列 有 关 ， 
目前 原因 不 明 。 进 化 则 伴随 着 大 或 小 规模 的 基因 组 交换 ， 例 如 突变 和 染色 体重 排 。 也 许 
这 些 令 人 吃惊 的 遗传 元 件 的 可 塑性 程度 对 与 DNA 序列 中 累积 的 变化 是 必须 的 ， 可 能 对 
进化 的 持续 进行 也 是 必需 的 。 

在 一 定 程 度 上 我 们 对 未 来 能 有 所 窥见， 我 们 猜测 现在 所 了 解 的 只 是 冰山 一 角 ， 染 色 
体 功 能 更 多 存在 于 染色 质 而 非 DNA 序列 。 我 们 期 待 着 更 大 的 进展 。 
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秀丽 隐 村 线虫 以 两 种 性 别 存在 ， 它 们 在 遗传 上 通过 X 染色 体 数量 的 不 同 而 被 区 分 
F: XX 线虫 是 肉 雄 同体 而 XO 线虫 是 雄 虫 。 在 线虫 中 不 存在 性 别 特异 的 染色 体 ， 如 站 
染色 体 。 肉 雄 同 体 和 雄 虫 表现 出 多 种 性 别 特异 的 解剖 学 特征 ， 并 且 有 不 同 的 生殖 系 程序 
(图 15-1) 。 这 些 性 别 间 的 显著 差异 始 于 胚胎 早期 ， 是 对 X 染色 体 数量 计数 并 作出 反应 
的 结果 (Nigon 1951; 综述 可 参见 Meyer 2000) 。 性 染色 体 数量 或 倍数 的 简单 差异 是 如 
何 导致 发 育 程序 的 这 种 显著 差异 呢 ? 一 个 重要 的 观点 是 : 每 一 个 C，elegans 细胞 不 仅 
需要 确定 自己 的 六 染 色 体 数量 ， 还 要 确定 其 常 染色 体 组 的 数量 。 事 实 上 是 X: A 的 比 
值 决 定 了 线虫 的 性 别 。 有 两 条 义 染 色 体 (X A 比值 为 1) 的 双 倍 体 线虫 发 育成 肉 雄 同 
体 ， 而 那些 只 有 一 条 义 染 色 体 (X : A 比值 为 0. 5) 的 发 育成 雄 虫 。 人 们 对 于 正确 应 答 
X: A 比值 的 机 制 细节 进行 了 精细 的 剖析 ， 详 细 描述 见 下 文 。 


XX SEE Fe] 





图 15-1 秀丽 隐 杆 线虫 XX 和 XO A 
自然 界 中 的 秀丽 隐 杆 线虫 以 两 种 性 别 存在 : XX 肉 雄 同体 和 XO 雄 虫 。 崔 雄 同体 线虫 和 雄 虫 表现 出 许多 性 别 特 
有 的 解剖 学 性 征 ， 最 特别 的 是 雄 虫 有 一 条 用 于 交配 的 尾 而 肉 雄 同体 线虫 的 腹部 表面 存在 一 个 阴户 用 于 接受 放 
果 精 子 和 产 卵 。 它 们 的 生殖 系 发 育 也 不 相同 。 肉 雄 同体 线虫 中 双 辟 型 的 性 腺 最 初 能 产生 精子 而 后 在 成 体 时 期 
产生 卵 母 细胞 。 雄 虫 中 单 臂 型 的 性 腺 能 持续 产生 精子 〈 经 允许 改编 自 Hansen et al. 2004[@ Elsevier]) 。 


性 别 间 和 染色 体 剂 量 的 差异 如 果 不 被 调节 的 话 ， 可 能 会 导致 X 连锁 基因 表达 水 平 
的 不 同和 一 种 性 别 的 致死 。 有 趣 的 是 ， 体 细胞 和 生殖 细胞 进化 出 了 应 对 X 剂量 问题 的 
不 同 机 制 (图 15-2) 。 生 殖 系 和 体 细胞 世系 在 胚胎 发 育 的 16 一 24 细胞 时 期 就 已 相互 分 
离 。 大 约 在 30 细胞 时 期 ， 体 细胞 世系 开启 了 一 个 被 称 为 “剂量 补偿 效应 ”的 程序 。 这 
建立 起 了 一 个 在 XX 线虫 中 的 两 条 染色体 同时 被 下 调 一 半 的 模式 。 与 之 相反 ， 正 如 第 
16 章 和 第 17 章 讨论 的 那样 ， 哺 乳 动物 通过 全 面 沉默 XX 性 别 中 的 一 条 和 染色体 而 实现 
剂量 补偿 ， 而 果 蝇 则 通过 上 调 XY 个 体 中 单一 和 染色 体 基因 的 表达 来 完成 剂量 补偿 。 
在 秀丽 隐 杆 线虫 生殖 系 组 织 中 存在 着 一 种 更 为 极端 的 连锁 基因 表达 的 调节 : 雄 虫 中 
单一 义 和 肉 雄 同 体 中 的 两 条 义 染 色 体 都 被 全 面 沉 默 。 本 章 的 主题 就 是 探讨 在 体 细胞 组 
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值 为 1 的 应 答 ，SDC 蛋白 在 XX 胚胎 中 特异 性 表达 。 

在 SDC 和 蛋白 《SDC-1、SDC-2 和 SDC-3) 以 外 ，DCC 还 包括 一 系列 DPY(DPY 指 
胖 的 ，dumpy) 蛋白 (DPY-21、DPY-26、DPY-27、DPY-28 和 DPY-30) 和 MIX-1 
(MIX 指 有 丝 分 裂 和 XX 染色 体 相 关 ，mitosis and X-associated) 蛋白 (È 15-1) (综述 见 
Meyer 2005) 。 对 线虫 剂量 补偿 机 制 的 重要 理解 来 自 于 秀丽 隐 杆 线虫 DCC 的 一 部 分 类 似 
于 13S 致密 因子 复合 物 的 发 现 CR 15-1 和 图 15-3) (BRL Meyer 2005), KERTA 
合 物 在 物种 间 保 守 ， 并 对 在 有 丝 分 裂 和 减 数 分 裂 过 程 中 ， 正 确 进行 染色 体 致密 化 和 分 离 
BREE 〈 综 述 见 Hirano 2002) 。MIX-1、DPY-27、DPY-28 和 DPY-26 尤其 与 致密 因 
子 复合 物 必需 组 分 相同 源 ; MIX-1 也 是 有 丝 分 裂 和 减 数 分 裂 过 程 中 正常 致密 因子 复合 
物 的 基本 组 分 。SDC 蛋白 和 DPY-30 与 致密 因子 复合 物 的 已 知 亚 基 不 相近 。 有 目前 的 观点 
是 DCC 复合 物 起 源 于 某 种 致密 因子 复合 物 ， 特 异性 地 定位 于 并 下 调 X 染色 体 基 因 ， 并 
可 能 通过 导致 一 定 程 度 的 染色 质 致密 化 来 实现 其 效应 。 


表 15-1 调控 X 染 色 体 基因 表达 的 组 分 
蛋白 质 复合 物 同 源 物 和 (或 ) 保 守 功 能 域 
SDC-1 DCC Ca Hz 锌 指 功能 域 
SDC-2 DCC HER 
SDC-3 DCC Cz Hz FFH REAR FUR RE) ATP 结合 功能 域 
DPY-21 DCC 保守 蛋白 ;无 明显 功能 域 
DPY-26 DCC 致密 因子 亚 基 XCAP-H 
DPY-27 DCC 致密 因子 亚 基 SMC-4/XCAP-C 
DPY-28 DCC 致密 因子 亚 基 XCAP-D2/Cnd1/Yes4p 
DPY-30 DCC 保守 蛋白 ;无 明显 功能 域 
MIX-1 DCC 致密 因子 亚 基 SMC-2/XCAP-E 
MES-2 | MES-2/3/6 PRC2 亚 基 E(Z)/EZH2;SET 功能 域 
MES-3 MES-2/3/6 新 蛋白 
MES-6 MES-2/3/6 PRCZ 亚 基 ESC/EED; WD40 功能 域 
MES-4 未 知 NSD1;PHD 结构 域 和 SET 功能 域 


为 什么 DCC 只 在 XX RAR PARE? 奇怪 的 是 ， 大 部 分 的 DCC 组 分 在 XX 和 XO 
肥 胎 中 都 是 通过 卵细胞 由 母 源 提 供 的 。SDC-2 是 DCC 组 装 的 关键 调节 因子 (Dawes et 
al. 1999), SDC-2 不 由 母 源 提供 而 只 在 XX WAR PARR CA 15-4), Æ XX 胚胎 中 ， 
SDC-2 和 SDC-3, DPY-30 一 起 将 其 余 的 DCC 亚 基 募集 到 X 染色 体 上 。 事 实 上 , 诱导 
XO 胚胎 中 SDC-2 的 表达 足以 导致 单一 六 染色 体 上 上 DCC 的 组 装 并 进而 引发 能 杀 死 胚胎 
的 剂量 补偿 效应 。 因 此 SDC-2 指导 了 具有 其 他 细胞 学 功能 的 DCC 组 分 在 义 染 色 体 的 特 
异性 地 和 募集， 共同 发 挥 其 剂量 补偿 和 性 别 决定 的 活性 。 


13 致 密 因 子 复合 物 





致密 化 有 丝 分 裂 染 色 体 致密 化 有 丝 分 裂 和 减 数 分 裂 染 色 体 下 调 X 染 色 体 基因 表达 
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X: A 比 值 中 的 分 子 部 分 《〈 即 被 除数 ， 译 者 注 ) 。 在 其 中 两 个 区 域 中 ， 相 关 基 因 已 被 鉴定 
H: sea-1 和 fox-l(sez 指 X 染 色 体 上 的 信号 元 件 ，signal element on X; fox X P 
体 上 的 上 肉 性 化 基因 ，feminizing gene on X) (Carmi et al. 1998; Skipper et al. 1999), 
二 者 的 基因 产物 均 在 胚胎 发 育 的 重要 时 期 抑制 ro 基因 的 表达 ， 后 者 为 性 决定 和 剂量 
补偿 效应 通路 的 最 上 游 基因 (图 15-4)。 因 为 相对 于 XO 胚胎 ，XX 胚胎 产生 约 两 倍 的 
SEX-1 和 FOX-1 和 蛋白， 所 以 XX 胚胎 中 rol 的 表达 水 平 远 远 低 于 XO 胚胎 。SEX-1 是 
一 个 抑制 rol 转录 的 核 激素 受 体 (Carmi et al. 1998), FOX-1 则 是 一 种 RNA BAG 
白 ， 它 通过 某 种 转录 后 机 制 降 低 xol-1 的 mRNA KÆ (Skipper et al.1999)。 因 此 ，X 
染色 体 的 剂量 与 KSE 表达 的 抑制 coll 表达 的 X 连锁 因子 的 剂量 相当 。 到 目前 为 止 ， 
只 有 一 个 常 染 色 体 信 号 元 件 (ASE) 被 确定 参与 了 确认 XX: A 比值 中 的 分 母 部 分 〈 即 除 
数 ， 译 者 注 ) (Powell et al，2005)。 该 基因 ，sea-] ， 编 码 一 个 能 激活 col 转录 的 工 盒 
转录 因子 。 

因此 ， 常 染色 体 剂 量 (ASE 剂量 ) 通过 对 重要 开关 基因 col] 的 持 抗 作用 来 平衡 X 
剂量 (XSE 剂量 ) 效应 (图 15-4) 。 这 种 现象 在 两 种 性 别 中 是 如 何 发 生 的 呢 ? 最 为 合理 
的 猜想 是 : 二 倍 体 XX 胚胎 产生 了 双 倍 剂量 的 col 抑制 因子 XSE， 从 而 压制 ASE 的 
激活 作用 。 这 样 就 能 够 保持 XOL-1 的 低 水 平 ， 并 导致 肉 雄 同体 的 发 育 和 剂量 补偿 效应 
的 发 生 。 相 反 的 ， 二 倍 体 XO 胚胎 产生 单 倍 剂量 的 KSE 抑制 因子 ， 不 足以 抵消 ASE 的 
激活 作用 。 高 水 平 的 XOL-1 导致 雄 虫 的 发 育 ， 不 激活 剂量 补偿 效应 。XSE 和 ASE 将 
X: A 比值 从 0.5 到 1 的 转换 翻译 成 性 别 转变 的 开关 以 及 是 和 否 发 生 剂 量 补偿 效应 。 


4. DCC He I RE 


研究 的 焦点 是 发 现 参与 募集 DCC 的 义 染 色 体 特征 性 元 件 。 值 得 注意 的 是 在 哺乳 动 
物 和 果 蝇 中 ，DCC 同 源 物 是 通过 与 X 特异 的 非 编 码 RNA 和 XX 染色 体 序列 元 件 〈 参 见 
第 16、17 章 ) 的 共同 作用 被 定位 到 X 染色体 上 的 。 到 目前 为 止 ， 没 有 证 据 表 明 非 编码 
RNA 在 秀丽 隐 杆 线虫 的 剂量 补偿 效应 中 起 作用 。 一 个 精妙 的 实验 方法 被 用 于 研究 线虫 
DCC 是 分 别 被 募集 到 许多 位 点 上 ， 还 是 仅 有 的 一 个 或 几 个 位 点 再 蔓延 至 邻近 的 染色 体 
Ki (Csankovszki et al. 2004; Meyer 2005) 。 该 实验 对 具有 X 染色 体 不 同 区 域 倍增 副 
本 的 线虫 种 系 进行 了 DCC 组 分 的 染色 分 析 。DCC 与 某 个 倍增 副本 的 结合 意味 着 该 倍增 
副本 及 其 相应 的 模板 X 染色 体 区 域 含 有 一 个 DCC 募集 位 点 。 若 DCC 不 与 倍增 副本 结 
合 ， 而 与 其 相应 的 模板 X 染色 体 结合 ， 则 意味 着 该 区 域 中 无 DCC 募集 位 点 而 需要 DCC 
从 邻近 区 域 蔓 延 而 来 。 这 些 实验 至 少 证 明了 13 个 能 独立 募集 DCC 的 区 域 ， 并 为 DCC 
yi 久 染色体 葛 延 提供 了 证 据 (图 15-5) (Csankovszki et al，2004) 。 一 些 区 域 募集 能 力 
强 而 另 一 些 较 弱 ， 表 明 在 义 染色 体 上 或 者 是 募集 位 点 的 存在 数量 不 同 ， 或 者 是 不 同位 
点 具有 募集 或 促进 DCC X 染色体 营 延 能 力 的 差异 。 随 着 目标 区 域 的 逐步 缩小 ,已 将 
一 个 区 域 的 DCC 募集 位 点 缩小 至 33bp(Meyer 2005)。 该 33bp 序列 在 基因 组 中 是 单一 
的 。 定 义 其 他 的 最 小 募集 位 点 是 一 项 优先 任务 。 另 一 个 关键 的 问题 是 要 解释 DCC 是 如 
何 从 起 始 募集 位 点 蔓延 的 。 草 延 可 能 是 由 DCC 间 的 协同 作用 或 是 靠 染 色 质 的 局 部 修饰 
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产生 一 个 更 利于 DCC 结合 的 自我 增强 通路 来 介 导 的 ， 这 已 经 被 裂 殖 酵母 中 异 染色 质 的 
蔓延 所 证 实 〈 见 第 8 章 )。 


X 染 色 体 HER-1 基 因 座 


bcc -| t DCCH 





图 15-5 DCC 介 导 的 XX 染色 体 和 her] 基因 座 的 下 调 
DCC 能 使 XX 染色 体 基 因 的 表达 减 半 并 20 倍 下 调 肉 雄 同体 线虫 体 细胞 组 织 中 herl 的 表达 。 在 KX 线虫 中 
DCC 发 生 了 组 装 。 它 被 募集 到 识别 元 件 上 并 沿 着 两 条 X 染色 体 蓝 延 ， 进 而 两 倍 下 调 若 干 X 连锁 基因 的 表 
达 。 它 也 能 结合 到 常 染 色 体 her] 基因 的 上 游 区 域 并 20 倍 下 调 其 表达 。DCCH 指 与 her-1 结合 的 复合 物 缺 
少 DPY-21 蛋白 (经 允许 改编 自 Alekseyenko 和 Kuroda 2004; 由 Katherine Sutliff 说 明 LO AAAS])， 


5. DCC 效应 ，X 连锁 基因 和 常 染 色 体 基因 herl 的 下 调 


在 线虫 和 果 蝇 中 ， 调 节 染 色 质 的 结构 以 实现 对 X 连锁 基因 表达 进行 细微 的 一 半 水 
平 调节 似乎 在 机 制 上 颇具 挑战 性 。 在 果 蝇 中 ， 基 因 表 达 的 调节 伴随 着 特殊 的 组 蛋白 修饰 
和 XX 染色 体 上 连接 组 蛋白 的 消失 ( 见 第 16 章 )。 在 线虫 的 体 细胞 中 ， 两 条 发 生 剂量 补 
偿 效 应 的 义 染 色 体 的 组 蛋白 修饰 水 平 或 种 类 相对 于 上 肉 雄 同体 的 常 染 色 体 来 说 并 没有 明 
显 的 差别 。 哺 乳 动物 、 果 蝇 和 线虫 似乎 采用 了 不 同 的 已 经 存在 的 系统 来 实现 调节 X 染 
色 体 基因 表达 的 特殊 作用 。 哺 乳 动物 采用 了 基于 异 染 色 质 沉默 的 方式 来 抑制 XX 性 别 中 
两 条 和 染色体 中 的 一 条 。 果 蝇 利 用 染色 质 修 饰 机 器 来 改变 XY 性 别 中 单一 X 染色 体 的 
状态 ， 导 致 基因 的 上 调 表达 。 秀 丽 新 小 杆 线虫 采用 一 个 用 于 有 丝 分 裂 和 减 数 分 裂 的 染色 
体 浓缩 机 制 来 下 调 XX 性 别 中 的 两 条 义 染 色 体 ， en Peele E EA 

限于 一 半 的 仍 是 一 个 关键 问题 。 

鉴于 DCC 类 似 于 13S 致密 因子 复合 物 ， 一 个 可 能 的 基因 表达 下 调 的 控制 机 制 是 通 
过 DCC 介 时 的 染色 质 致密 化 。 这 可 能 限制 'RNA 聚合 酶 或 转录 因子 接近 启动 子 区 域 ， 
妨碍 RNA 聚合 酶 沿 转录 单位 的 行进 ， 亦 或 减 慢 每 个 基因 的 转录 重新 起 始 速度 。 抑 制 机 
制 的 线索 可 能 能 够 在 单一 的 常 染色 体 herd 基因 座 上 找到 ， 因 为 它 是 唯一 已 知 的 位 于 常 
染色 体 的 DCC 靶 点 并 且 表 现 出 更 为 极端 的 受 DCC 介 导 的 约 20 倍 的 表达 下 调 效应 (图 
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15-6) (Dawes et al. 1999; Chu et al. 2002), Her-1 的 抑制 促进 上 峻 雄 同 体 性 别 的 发 育 
(图 15-4) 。 因 此 ，DCC 能 够 对 her] 基因 实现 10 倍 于 对 X 染 色 体 的 抑制 效应 。X 染色 
体 结合 的 DCC 和 her] 结合 的 复合 物 的 一 个 已 知 区 别 是 DPY-21。DPY-21 存在 于 义 染 
色 体 上 而 不 存在 于 her-1 基因 座 上 (Yonker and Meyer 2003), 





1 细胞 胚胎 Xm: 母 源 染色 体 
Xm 失 活 Xp: 父 源 染色 体 
Xp 失 活 Mire. 
TRA 精子 发 育 2.24 细 胞 胚胎 
Xm 激 Xp 失 活 Xm 激活 
RON 
MSUD 
XX 上 肉 雄 同体 线虫 生命 周期 中 
有 丝 分 列 X 染 色 体 的 调控 
两 条 Xs 都 失 活 
常 染色 体 激活 
MES 





初期 生殖 系 

Xm 失 活 | 
[- 父 源 染色 体 的 印记 化 失 活 A Xm 下 调 表达 50% 
DC-DCC 介 导 的 Xx 表达 下 调 常 染色 体 失 活 Xp 下 调 表 达 50% 
MES-MES 介 导 的 X 失 活 MES DC 
MSUD- 非 配对 DNA 的 减 数 分 裂 沉 默 


图 15-6 XX 肉 雄 同体 线虫 生命 周期 中 X 染色 体 的 调控 
X 染色 体 在 不 同 阶 段 和 不 同 组 织 中 被 不 同 的 机 制 所 调控 ， 早 期 胚胎 中 ， 父 源头 染色 体 的 印记 化 XX 失 活 CDs 
30 细胞 期 的 体 细胞 组 织 、 晚 期 胚胎 和 成 虫 中 的 剂量 补偿 (DC) 和 MES 介 导 的 生殖 系 沉默 。 非 配对 DNA 
的 减 数 分 裂 沉 默 同 时 也 发 生 在 生殖 系 中 ;MSUD 可 沉默 XO 雄 虫 中 了 唯一 的 义 染色 体 。 


13S 致密 因子 复合 物 对 于 在 全 基因 组 范围 调节 染色 体 结构 进而 促进 染色 体 的 分 离 是 
必须 的 。 对 致密 因子 复合 物 的 使 用 和 改变 形成 了 DCC， 使 得 它 的 作用 更 为 精细 并 且 仅 
对 单一 染色 体 起 调节 作用 。 具 有 DPY-21 的 DCC 轻微 地 抑制 了 和 染色 体 上 许多 基因 的 
转录 ， 而 没有 DPY-21 的 DCC 却 能 强烈 地 抑制 her-1 基因 座 的 转录 。 今 后 关于 不 同 致 密 
因子 /DCC 复合 物 是 如 何 发 挥 不 同 功能 的 机 制 性 研究 令 人 期 待 。 


6. AAR T X 染色 体 的 调节 


在 秀丽 隐 杆 线虫 中 ， 由 于 体 细胞 中 XX 染色体 的 调节 模式 例如， 通过 DCC) 在 生 
殖 细胞 中 不 起 作用 ， 因 此 生殖 系 利 用 不 同 于 体 细胞 组 织 的 策略 来 调节 X 染色 体 基因 的 
表达 。 一 些 体 细胞 DCC 的 基本 组 成 成 分 不 在 生殖 系 中 表达 〈 如 SDC-2); 其 他 的 在 生殖 
细胞 中 表达 ， 但 分 布 于 所 有 的 染色 体 上 〈 如 MIX-1, DPY-26 和 DPY-28) 。 如 上 所 说 ， 
MIX-1 是 秀丽 隐 杆 线虫 中 DCC 和 常规 的 致密 因子 复合 物 的 共同 组 分 。 现 有 的 观点 认为 
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致密 因子 类 似 复 合 物 扮演 了 一 个 特殊 的 X 染色 体 特 有 的 角色 ， 但 是 它 似 乎 只 在 体 细胞 
组 织 中 发 生 作用 。 在 生殖 系 中 ， 这 些 被 表达 的 DCC 蛋白 可 能 在 有 丝 分裂 和 减 数 分 裂 中 
染色 体 的 组 织 和 分 离 方面 发 挥 更 为 普遍 性 的 作用 。 

生殖 系 中 DCC 组 分 的 缺失 使 人 们 开始 怀疑 这 种 组 织 中 是 否 存在 一 种 剂量 补偿 模式 。 
剂量 补偿 的 作用 是 为 了 平衡 不 同性 别 之 间 X 连锁 基因 的 表达 水 平 以 实现 生育 和 正常 的 
发 育 。 现 有 证 据 表 明 ， 与 XX 体 细 胞 中 两 条 X 染色 体 表 达 下 调 一 半 所 不 同 的 是 ，XX 和 
XO 线虫 中 的 和 染色 体 在 生殖 系 发 育 的 大 部 分 阶段 全 部 沉默 (E 15-6) 。 在 两 种 性 别 的 
生殖 细胞 中 X 染色 体 转 寻 物 均 缺 失 似乎 使 对 该 染色 体 进 行 性 别 特异 性 调节 失去 意义 。 
然而 无 论 如 何 ， 在 生殖 细胞 中 有 着 对 X 染色 体 的 特殊 调节 机 制 ， 且 R E 
i 
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两 种 性 别 的 秀丽 隐 杆 线虫 中 的 成 体 性 腺 均 经 历 一 个 有 序 的 生殖 系 发 育 阶段 。 生殖 细 
胞 在 远 端 增 殖 ， 在 中 央 区 域 进 入 减 数 分 裂 阶段 ,在 近 端 区 域 完成 配子 发 育 过 程 
(图 15-1 和 15-7) (综述 见 Sched] 1997)。 在 XO 雄 虫 中 ， 这 个 过 程 发 生 在 一 个 单一 的 能 
持续 产生 精子 的 管状 睾丸 中 。 在 XX 肉 雄 同体 线虫 中 ， 两 条 管状 的 性 腺 璧 最 初 在 幼虫 阶 
段 产生 精子 ， 而 后 在 成 体 阶段 转 为 产生 卵 母 细 胞 。 成 熟 的 卵 母 细胞 被 推 人 受精 宫 与 停留 
在 那儿 的 精子 受精 而 后 进一步 被 挤 人 子宫。 因此 ，XX 线虫 产生 的 一 些 精子 导致 成 体 中 
肉 雄 同体 形式 的 产生 。 但 是 ，XX 成 体 线虫 中 的 卵巢 和 某 些 体 细胞 组 织 在 性 质 和 功能 本 
质 上 都 是 峻 性 个 体 特有 的 。 | 

在 XX 崔 雄 同体 线虫 和 XO 雄 虫 中 ， 生 殖 系 的 X 染 色 体 都 是 沉默 的 。 这 种 X 染色 
体 沉默 的 特征 是 存在 抑制 型 的 组 蛋白 标记 ， 如 H3K27 甲 基 化 ; 肉 雄 同体 线虫 生殖 细胞 
中 的 X 染 色 体 尤其 富 含 H3K27me3 (Bender et al，2004) 。 通 过 免疫 荧光 分 析 发 现 沉 默 
的 和 染色 体 上 也 缺少 通常 与 活跃 染色 质 相关 的 组 蛋白 乙酰 化 以 及 与 活跃 转录 区 域 相 关 
的 H3K4 甲 基 化 (图 15-7) (Kelly et al. 2002)。 秀 丽 隐 杆 线 虫 生殖 系 中 X 染色 体 的 沉 
默 主要 是 以 下 两 个 机 制 来 实现 的 (图 15-6) 。 第 一 种 是 通过 非 配对 DNA 的 减 数 分 裂 沉 
sk (MSUD), ， 这 包括 了 XO 线虫 中 单一 又 染色 体 的 沉默 。 第 二 种 是 通过 由 MES BA 
介 导 的 组 蛋白 修饰 ， 这 种 沉默 机 制 在 XX 线虫 中 被 广泛 研究 ， 但 事实 上 它 也 在 XO RR 
中 起 作用 。 在 早期 胚胎 中 ， 父 源 XX 染色体 的 沉默 在 受精 之 后 持续 若干 细胞 周期 ， 被 称 
为 印记 化 的 外 沉默 (图 15-6). 


(8 把 个 体 中 的 单一 XX 染色体 呈现 出 蜡染 色 质 二 全 


生殖 系 中 X 染色 体 不 同 于 常 染 色 体 的 最 初 证 据 来 自 于 细胞 学 观察 。 ie wa ep BAX 
染色 体 在 减 数 分 裂 的 粗 线 期 呈现 出 一 种 特征 性 的 结构 : 它 致 密 化 形成 一 个 类 似 于 在 哺乳 
动物 减 数 分 裂 时 可 见 的 XY“ 性 体 ” 的 球状 结构 (Goldstein and Slaton 1982; Handel 
2004) 。 常 染色 体 的 致密 化 则 较 晚 ， 发 生 在 减 数 分 裂 初期 ， 将 要 起 始 精子 发 生 时 。 在 
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XX 雌雄 同体 线虫 和 性 转换 的 XX 雄 虫 的 精子 减 数 分 烈 阶 段 同 样 可 见 提前 发 生 的 义 染 色 
体 致密 化 ， 表 明 X 染色 体 提 前 致密 化 是 应 答 于 生殖 细胞 的 性 征 而 非 X 染色 体 的 倍数 或 
配对 状态 。 因 此 ， 在 XX 雌雄 同体 线虫 中 ， 将 发 育成 卵 的 生殖 细胞 不 会 发 生 X 染色 体 的 
提前 致密 化 。 

除了 和 染色 体 的 提前 致密 化 ，XO 雄 虫 中 单一 X 染色 体 上 有 了 瞬时 性 的 H3K9me2 的 
明显 富 集 ， 这 种 富 集 出 现在 粗 线 期 而 在 双 线 期 消失 (图 15-7) (Kelly et al. 2002). 
H3K9me2 的 富 集 并 不 在 XX 精子 发 生 时 、 上 肉 雄 同体 线虫 或 性 转换 的 XX 雄 虫 中 发 生 。 
但 是 ,在 性 转换 的 XO 雌雄 同体 线虫 中 ，X 染色 体 上 H3K9me2 的 宣 集 发 生 在 卵 母 细胞 
形成 的 粗 线 期 ， 与 XO 雄 虫 中 发 生 的 H3K9me2 的 积累 相 类 似 (Bean et al. 2004), 
此 ， 在 XO 减 数 分 裂 过 程 中 ，X 染色 体 上 特殊 的 异 染 色 质 特征 的 获得 似乎 取决 于 它 的 未 
配对 状态 而 非 其 将 成 为 的 生殖 细胞 的 性 征 。H3K9me2 定位 于 未 配对 DNA 不 仪 局 限于 
X 染色 体 序 列 ， 它 也 发 生 在 未 配对 的 常 染 色 体 片段 和 易 位 片段 上 (Bean et al. 2004). 
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图 15-7 生殖 细胞 发 育 过 程 中 XX 染色 体 的 表 观 遗传 调控 

在 两 种 性 别 中 ， 生 获 细 胞 进行 有 丝 分 裂 〈 左 ) 并 在 转换 区 进入 减 数 分 裂 ， 然 后 发 育 至 减 数 分 裂 I 早期， 即将 形 

成 精子 的 细胞 都 在 性 腺 中 完成 减 数 分 裂 。 在 肉 雄 同体 线虫 中 ， 将 形成 卵 母 细胞 的 细胞 在 性 腺 中 发 育 至 减 数 分 裂 

前 期 然后 在 排卵 和 受精 之 后 完成 减 数 分 型。 存在 于 生殖 细胞 X 染色 体 上 的 各 种 组 蛋白 修饰 以 红色 〈 表 示 抑 制 型 

修饰 ) 和 绿色 〈 表 示 激 活 型 修饰 ) 横 条 表示 。 如 右 图 所 示 ， 特 定 的 组 蛋白 修饰 抗体 显示 ， 在 生殖 核 中 X 染色 体 
' 的 标记 与 常 染色 体 不 同 且 被 沉默 。 当 活路 表达 染色 质 标记 时 ，H3K4me2 GRE) 被 排除 于 XX PRE XK RA 

体 之 外 。 当 异 染色 质 标记 时 ，H3K9me2 (绿色 ) 在 XO 粗 线 期 核 的 X 染色 体 上 富 集 。DNA 被 染 为 红色 。 箭 头 

指出 每 一 个 图 像 中 的 有 代表 性 的 X 染色 体 。 


减 数 分 裂 中 未 配对 DNA 的 靶 向 抑制 并 非 秀丽 隐 杆 线虫 所 特有 。 相 似 的 ， 未 配对 
DNA 的 识别 和 抑制 也 发 生 在 其 他 生物 的 减 数 分 裂 中 ， 包 括 链 孢 霉 和 小 鼠 ， 这 被 称 为 未 
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配对 DNA 的 减 数 分 裂 沉默 (MSUD) (Shiu et al. 2001; Baarends et al. 2005; Turner 
et al.2005)。 如 雄性 小 鼠 减 数 分 裂 时 联 会 很 差 的 XY“ 性 小 体 ” 也 因 其 非 配对 状态 而 富 
集 H3K9me2(Cowell et al. 2002; Turner et al. 2005), PELE PAA RRL UTR 
需要 在 RNA Fit (RNAI) 过 程 中 具有 保守 功能 的 一 些 蛋 白 活性 ， 其 中 包括 一 个 RNA 
TFR RNA 聚合 酶 (RdRP)， 一 个 Argonaute 相关 和 蛋白 (RNA 诱导 的 沉默 复合 物 ， 
RISC 的 保守 成 分 ) 和 Dicer 核酸 酶 (综述 见 Nakayashiki 2005; 第 8 章 )。 秀 丽 隐 杆 线 
虫 中 未 配对 DNA 上 H3K9me2 的 富 集 需要 一 个 生殖 系 特 有 的 RARP: EGO-1， 但 不 需 
了 要 Dicer(Maine et al. 2005)。 这 表明 虽然 减 数 分 裂 沉 默 的 现象 (未 配对 DNA 的 抑制 ) 
是 保守 的 ， 但 不 同 生 物 中 实现 沉默 的 机 制 却 不 尽 相同 。 

与 XO 雄 虫 减 数 分 裂 时 所 发 生 的 现象 不 同 的 是 ， 在 XX 精子 发 生 或 XX 卵子 发 生 过 
程 中 染色 体 并 不 发 生 H3K9me2 的 富 集 。 这 个 差异 可 能 是 由 于 雌雄 同体 线虫 中 发 生 了 
X 染色 体 的 完全 联 会 。 那 么 为 什么 未 配对 DNA 的 沉默 会 是 有 性 生殖 的 保守 特征 呢 ? 在 
许多 生物 中 ， 同 源 配对 是 减 数 分 裂 的 特征 ， 而 在 联 会 过 程 中 一 条 同 源 DNA 独 有 的 新 的 
插入 可 能 会 被 视 作 未 配对 的 DNA 区 域 。 因 此 人 们 猜想 减 数 分 裂 过 程 中 未 配对 序列 的 识 
别 和 沉默 为 双 倍 体 基因 组 的 自我 扫描 提供 了 一 个 机 制 ， 并 且 能 够 保护 机 体 免 受 转 座 子 元 
件 的 人 侵 〈 或 扩散 ) 。 因 此 ， 减 数 分 裂 期 表达 的 基因 会 经 历 强 烈 的 选择 压力 以 避免 位 于 
一 个 未 配对 的 染色 体 上 〈 如 雄性 X) 。 这 种 选择 可 能 导致 了 秀丽 隐 杆 线虫 中 独 有 的 X 遗 
传 图 谱 。 因此， 一 种 非常 有 趣 的 推测 是 ， 转 座 子 及 其 寄主 间 存 在 基因 组 战争 ， 而 表 观 遗 
传 学 机 制 在 这 场 战争 中 被 作为 武器 ， 定 形 了 基因 组 并 导致 了 遗传 可 变性 。 这 种 遗传 可 变 
性 能 够 产生 足够 多 的 配对 错误 进而 引发 必须 位 点 的 减 数 分 裂 沉 默 ， 由 此 产生 减 数 分 裂 的 
不 相 容 性 。 因 此 ， 减 数 分 裂 过 程 中 的 表 观 遗传 学 沉默 在 理论 上 能 对 生殖 隔离 和 物种 形成 
作出 贡献 。 


9. 生殖 系 中 MSUD 对 基因 表达 模式 的 影响 . | 

对 秀丽 隐 村 线虫 生殖 系 转 寻 物 的 基因 组 范围 的 表达 研究 结果 表明 ， 定位 于 常 染 色 体 
和 X 染 色 体 上 的 mRNA 的 图 谱 差 异 明 显 (Reinke et al. 2000，2004)。 精 子 发 生 所 需 基 
因 ， 以 及 普遍 性 或 “特有 性 ”生殖 系 表达 基因 ， 在 X 染色体 上 明显 不 足 。 在 母系 生殖 
系 大 量 表 达 的 基因 在 XX 染色体 上 同样 不 足 ， 但 其 程度 不 及 精子 发 生 或 “特有 性 ”生殖 
系 基 因 。 换 铝 话 说 ， 生 和 殖 细胞 发 育 和 功能 所 需要 的 基因 在 极 大 程度 上 不 存在 于 X 染色 
体 上 。 的 确 ，X 染色 体 上 大 部 分 与 卵子 发 生 相 关 的 基因 都 表达 于 减 数 分 裂 晚 期 ， 这 与 该 
时 期 发 生 的 X 染色 体 激 活 相 吻合 〈 图 15-6、 图 15-7) 。 在 粗 线 期 末期 “激活 性 ”组 蛋白 
修饰 的 富 集 为 减 数 分 裂 晚 期 的 激活 机 制 提供 了 证 据 ， 这 些 组 蛋白 修饰 包括 类 似 于 常 染 色 
体 水 平 的 H3 和 H4 乙酰 化 和 H3K4 甲 基 化 〈Kelly et al. 2002) 。 这 表明 ， 对 于 那些 在 
两 种 性 别 的 早期 生殖 细胞 阶段 都 发 挥 功能 的 基因 ， 存 在 尤为 强大 的 选择 压力 以 使 其 不 定 
位 于 XX 染色 体 上 。 另 外 ,已 发 现 许多 X/ 常 染色 体 类 似 基因 倍增 事件 ， 其 中 仅 有 常 染色 
体 找 贝 为 生殖 细胞 所 必需 。 在 这 些 事 例 中 ，X 连锁 拷贝 在 体 细胞 世系 中 具有 功能 ， 而 在 
生殖 细胞 则 非 必 需 ， 因 为 在 生殖 细胞 中 有 其 常 染色 体 找 贝 的 表达 (Maciejowski et al. 





ye 








H3k27me3 
(抑制 型 ) 














表 观 遗传 学 


er et al. 2004; Ketel et al. 2005; 第 11 章 )。MES2 和 MES6 是 两 个 PRC2 亚 基 ， 
E(Z) Cenhancer of zeste) 和 ESC(extra sex combs) 在 线虫 中 的 同 源 物 (Œ 15-1), 
E(Z) 和 ESC 与 至 少 两 个 其 他 的 伴侣 蛋白 一 起 催化 了 抑制 型 的 组 蛋白 H3K27 的 甲 基 化 。 
同样 的 ，MES-2 和 MES-6 与 一 个 新 蛋白 MES-3 形成 复合 物 并 介 导 了 H3K27 的 甲 基 化 
(图 15-8). MES-2 的 SET 结构 域 对 于 组 蛋白 赖 氨 酸 甲 基 转 移 酶 的 活性 是 必需 的 ， 而 
MES-6 和 MES-3 似乎 对 于 底 物 的 结合 或 催化 活性 的 提高 是 必需 的 。 

MES-2、MES-3 和 MES-6 对 于 大 部 分 生殖 系 区 域 和 胚胎 早期 的 H3K27 的 二 和 三 
甲 基 化 (H3K27me2 和 H3K27me3) 是 必需 ,但 男 外 一 种 HKMT 催化 了 体 细胞 组 织 中 
的 这 类 甲 基 化 。 重 要 的 是 ， 在 生殖 系 中 的 ，H3K27me3 这 种 完全 抑制 性 的 标记 富 集 于 X 
染色 体 上 (图 15-8) (Bender et al. 2004), FEAR PARR H3K27 的 甲 基 化 导致 多 染 
色 体 上 基因 的 激活 ， 在 mes2、mes-3 或 mes-6 突变 体 中 ， 肉 雄 同 体 线虫 生殖 系 的 义 染 
色 体 上 缺少 了 H3K27me 而 获得 了 激活 型 的 染色 质 标记 (如 H3K4me 和 H4K12ac), 并 
HABER SPRAY RNA Refy (Fong et al. 2002; Bender et al. 2004)。 这 
些 发 现 表 明 MES-2/3/6 复合 物 可 能 直接 参与 了 线虫 生殖 系 中 X 染色 体 的 沉默 。 事 实 上 
Xs 失去 沉默 被 认为 是 造成 的 mes 突变 的 肉 雄 同体 线虫 中 生殖 系 退 化 的 原因 。 与 MES-2 
和 MES-6 参与 生殖 系 X 沉 默 类 似 ， 状 椎 动物 中 MES-2 和 MES-6 的 同 源 物 也 参与 了 XX 
哺乳 动物 体 细胞 中 的 X 失 活 〈 见 第 11 和 第 17 章 )。 

MES-2/3/6 复合 物 是 如 何 被 定位 到 需要 被 抑制 的 DNA 区 域 ，H3K27 甲 基 化 又 是 
如 何 抑制 基因 表达 的 呢 ? 在 果 蝇 中 对 于 这 些 问题 的 解答 已 经 泽 现 〈 见 第 11 章 )。 在 果 蝇 
H, E(Z)/ESC 复合 物 被 DNA 结合 蛋白 PHO 募集 到 一 些 被 称 为 polycomb 应 答 元 件 
(PRE) 的 特殊 位 点 上 《Wang et al. 2004) 。 在 复合 物 局 部 甲 基 化 H3K27 之 后 ， 基 因 抑 
制 至 少 部 分 是 由 H3K27me 处 polycomb 抑制 复合 物 1(PRC1) 的 募集 所 介 导 的 CWang 
et al，2004) 。 奇 怪 的 是 ， 秀 丽 隐 杆 线虫 的 基因 组 并 不 包括 pho 或 是 大 部 分 PRC] 编码 
基因 的 明显 同 源 物 。 因 此 ，MES-2/3/6 复合 物 的 定位 以 及 它 介 导 的 基因 抑制 可 能 运用 
了 与 果 蝇 不 同 的 机 制 。 

第 四 个 参与 生殖 系 久 抑制 的 MES 蛋白 是 MES-4。 作 为 一 种 染色 体 结合 蛋白 ， 它 有 
着 全 新 的 分 布 模式 ， 且 与 预期 完全 相反 。 与 其 他 MES 蛋白 不 同 的 是 ，MES-4 以 一 种 带 
状 形式 存在 于 五 条 常 染 色 体 ， 明 显 远离 X 染色 体 的 大 部 分 区 域 (图 15-8) (Fong et al. 
2004) 。 像 MES-2 一 样 ，MES-4 包含 一 个 具有 HKMT 活性 的 SET 功能 域 (Bender et 
al. 2006)。 它 对 于 生殖 系 和 早期 胚胎 时 期 检测 到 的 大 部 分 的 H3K36 二 甲 基 化 
(H3K36me2) 是 必需 的 。 正 如 MES-4 与 常 染色 体 的 结合 所 预计 的 那样 ，H3K36me2 主 
要 集中 在 常 染色 体 上 。 在 体 细 胞 组 织 和 后 期 胚胎 中 ， 男 一 个 HKMT 对 于 H3K36 的 甲 
基 化 是 必需 的 。 该 活性 似乎 与 转录 延伸 相关 ， 这 与 酵母 相 一 致 。MES-4 介 导 的 常 染 色 
体 H3K36 甲 基 化 不 依赖 于 转录 ， 可 能 发 挥 了 一 种 不 同 的 ， 生 殖 系 必需 的 表 观 遗传 学 作 
用 (Bender et al. 2006), 

关键 的 问题 是 搞 清楚 MES-4 是 如 何 定位 到 常 染 色 体 上 的 ， 以 及 它 在 哪儿 发 挥 什么 
作用 。 有 趣 的 是 ，MES-4 被 排除 于 X 染色 体 之 外 需要 MES-2、MES-3 和 MES-6 (图 
15-8); 缺少 其 中 任何 一 种 MES 蛋白 ，MES-4 4B RER X WARE (Fong et al. 
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”2002) 。 篆 染色 体 上 MES-4 的 正常 水 平 被 认为 参与 了 义 染 色 体 上 的 基因 沉默 。 一 个 模 
型 是 MES-4 或 它 的 甲 基 化 标记 (H3K36me2) 将 一 全 基因 组 染色 质 抑制 子 (图 15-8 的 
黄色 六 边 形 〉 排 除 于 常 染 色 体 之 外 ， 并 通过 这 种 方式 将 抑制 作用 育 焦 于 X 染色 体 上 
(Fong et al. 2002), MES4 的 缺失 使 这 些 抑 制 子 离开 X 染色 体 结合 到 常 染 色 体 区 域 ， 
导致 X 染色 体 的 去 沉默 。MES2/3/6 复合 物 是 MES-4 排除 的 抑制 子 的 合理 候选 物 。 然 
而 MES-2/3/6 催化 的 H3K27 的 甲 基 化 分 布 在 mes-4 突变 体 中 没有 明显 的 变化 。 因 此 ， 
关于 其 他 可 能 参与 这 一 过 程 的 抑制 子 的 研究 仍 在 进行 中 。 这 个 关于 MES-4 的 作用 模型 
类 似 于 对 酿酒 酵母 Dotl 所 提出 的 “通过 抑制 混乱 而 获得 特异 性 ”的 模型 《van Leeu- 
wen and Gottschling 2002) 。 和 研究 表明 ，Dot-l 介 导 的 染色 体 H3K79 甲 基 化 能 够 将 Sir 
抑制 子 排除 ， 而 使 其 作用 聚焦 于 端 粒 。Dot-1 缺失 使 Sir 从 端 粒 处 蔓延 开 ， 从 而 导致 端 
粒 的 去 沉默 。 

mes 表 型 是 一 个 典型 的 与 组 蛋白 修饰 直接 相关 的 表 观 遗传 学 表 型 。 母 本 效应 突变 定 
义 为 突变 表 型 不 在 第 一 代 纯 合 突变 体 中 显现 ， 而 出 现在 它们 的 后 代 中 。 在 第 一 代 mes/ 
mes 突变 体 中 ，mes/ 十 母 源 产 生 的 并 被 装 人 卵 母 细胞 中 的 一 些 野 生 型 MES 基因 产物 的 
存在 足以 使 两 个 原始 生殖 细胞 正确 地 扩 增 为 一 千 多 个 具有 功能 的 生殖 细胞 。 然 而 这 些 具 
有 生育 能 力 的 mes/mes 线虫 的 生殖 细胞 不 能 为 后 代 产 生 功 能 性 的 MES 产物 。 结 果 在 这 
些 后 代 中 ， 原 始 生 殖 细胞 罕有 增殖 而 发 生 退 化 。 由 mes2 和 ?res-4 突变 体 编码 的 HKMT 
活性 必须 建立 起 一 个 可 遗传 的 ， 在 两 个 最 初 原始 生殖 细胞 的 众多 后 代 中 完全 维持 的 染色 
质 状 态 。 现 有 的 MES 蛋白 功能 的 模型 (图 15-8) 是 MES-2、MES-3 和 MES-6 形成 一 
个 复合 物 ， 主 要 负责 生殖 细胞 中 X 染色 体 上 抑制 型 染色 质 修饰 (CH3K27me) ， 直 接 参 
与 义 染 色 体 的 沉默 。 它 们 的 作用 是 将 MES-4 排除 于 X 染色 体 之 外 。 因 此 ，MES-4 包 被 
了 常 染色 体 并 对 其 进行 H3K36me 修饰 ， 这 被 认为 排除 抑制 活性 并 有 助 于 将 其 聚焦 于 X 
染色 体 上 。 一 般 认 为 MES 系统 在 母系 生殖 细胞 和 早期 胚胎 中 发 挥 了 表 观 遗传 学 作用 ， 
它 建立 正确 标记 的 染色 质 区 域 ， 从 而 决定 在 幼虫 生殖 系 发 育 过 程 中 进行 表达 〈 常 染色 体 
区 域 ) 或 沉默 CX 染色 体 ) (图 15-6) 。MES 系统 的 缺失 导致 生殖 系 的 死亡 和 不 育 ， 可 
能 至 少 部 分 是 因为 X 染色 体 的 去 沉默 。 


11. 精细 胞 X 染色 体 的 印记 化 


来 自 于 不 同 配子 的 基因 组 汇 人 了 一 个 受精 卵 中 ， 从 而 使 后 者 携带 了 大 量 不 同 的 表 观 
遗传 学 信息 (E 15-6). BA X 染色 体 在 两 种 性 别 线 虫 的 早期 生殖 细胞 阶段 是 抑制 型 
Ay, 但 X 染 色 体 在 孵 子 发 生 过 程 中 变 成 转录 活 获 的 。 相 有 反 ，X 染色 体 也 许 能 够 说 明 为 
什么 单亲 遗传 不 会 对 线虫 形成 明显 的 损害 。 除 了 极 小 量 的 精子 和 X 染色 体 上 的 内 源 生 
殖 系 表达 位 点 ， 编 码 早期 合子 转 寻 物 和 那些 对 早期 胚胎 发 育 必须 的 基因 在 和 染色 体 上 
都 是 严重 不 足 的 (Piano et al. 2000; Baugh et al. 2003) 。 因 此 ， 在 Xp 的 抑制 状态 时 ， 
大 部 分 编码 较 早期 阶段 必须 蛋白 的 基因 都 不 太 可 能 出 现在 X 染色 体 上 ， 因 此 产生 了 遗 
传 测试 时 不 可 预期 的 X 染色体 特异 的 单亲 遗传 。 

然而 Xp 的 抑制 说 明了 早期 胚胎 中 发 生 的 不 完全 体 细胞 剂量 补偿 激活 的 原因 。 在 XX 
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径 豚 的 尺 染 色 体 上 ，DOC 成 分 的 组 装 直 到 大 约 30 细胞 阶段 才能 被 抗体 检测 到 。 这 个 现象 2 
稍 河 后 于 Xp 被 H3 修饰 并 完全 富 集 ， 因 此 理论 上 是 完全 激活 的 。 体 细胞 剂量 补偿 效应 的 
激活 应 答 于 连锁 产物 的 水 平 ， 这 种 被 称 为 和 信号 元 件 (XSE) 的 产物 组 成 了 义 : A 比例 
的 久 部 分 。Xp 上 这 些 元 件 的 全 部 或 部 分 抑制 可 能 导致 功能 性 的 XO 早期 胚胎 “如 X: A 
比例 为 0. 5) 的 产生 。Xp 在 几 轮 细胞 分 裂 之 后 重新 被 激活 ，X 转录 水 平 最 终 达 到 了 一 
个 2 XX 染色体 剂量 的 临界 阐 值 ， 而 X: A 比例 为 1， 这样 就 产生 了 剂量 补偿 的 级 联 效 
应 。 我 们 可 以 认为 这 是 一 个 从 母 源 / 父 源 剂量 补偿 调控 到 受精 卵 调控 的 转换 . 


至 此 ， 我 们 对 秀丽 隐 杆 线虫 X 染色 体 连锁 位 点 的 特异 调节 进行 了 详细 描述 。 体 细 
胞 中 该 染色 体 特异 的 剂量 调节 被 假定 是 由 于 不 同性 别 中 X 售 性 的 不 同 而 产生 的 ， 正 如 
其 他 物种 中 发 生 的 一 样 。 有 趣 的 是 ， 线 虫 的 生殖 系 和 体 细胞 运用 了 不 同 的 机 制 来 应 对 X 
倍 性 的 不 同 ， 这 表明 这 些 组 织 需 要 不 同 的 X 基因 表达 水 平 ， 在 体 细胞 世系 中 ， 一 个 通 
常 在 有 丝 分 裂 和 减 数 分 裂 过 程 中 染色 质 参与 致密 化 和 分 离 过 程 的 保守 复合 物 似乎 被 用 来 
特异 性 的 一 半 抑 制 XX 线虫 中 的 两 条 染色 体 。 虽 然 以 一 个 低 效 致密 化 复合 物 来 实现 转 
录 效 率 降低 一 半 在 概念 上 非常 诱 人 ， 但 是 为 什么 抑制 作用 局 限于 一 半 自 前 仍 是 一 个 迹 。 

FARF, Æ XX 线虫 生殖 细胞 发 育 的 早期 阶段 和 XO 雄 虫 生殖 细胞 发 育 的 所 有 阶 
段 X 染 色 体 整 条 被 沉默 。 染 色 质 修饰 物 的 MES 系统 参与 了 XX 线虫 的 义 沉 默 ， 同 时 也 
可 能 参与 了 XO 雄 虫 中 的 X 染色体 沉默 。 这 种 沉默 对 线虫 来 说 可 以 被 承受 ， 因 为 入 染 
色 体 上 没有 多 少 生殖 系 表 达 基 因 。X 连锁 基因 之 所 以 极 少 对 两 种 性 别 线虫 的 减 数 分 裂 都 
必需 ， 被 认为 是 由 于 和 染色体 在 雄性 减 数 分 裂 过 程 中 缺少 配对 对 象 ， 而 抑制 性 基因 组 
防御 机 制 又 特异 性 针对 不 配对 的 染色 体 区 域 。 生 殖 系 中 整 条 X 染色 体 沉默 的 一 个 后 果 
是 不 同性 别 的 和 染色 体 的 倍 性 差异 对 这 个 组 织 并 不 产生 什么 影响 。 如 果 一 些 在 两 种 性 
列 中 都 起 作用 于 的 X 连锁 基因 逃离 沉默 就 会 产生 一 个 问题 ，XX 和 XO 线虫 的 生殖 系 如 
何平 衡 它们 的 表达 ， 对 于 这 个 问题 的 解答 是 未 知 的。 生殖 系 中 的 平衡 机 制 可 能 与 体 细胞 
组 织 中 发 挥 作用 的 DCC 不 同 。 

秀丽 隐 杆 线虫 的 生殖 系 和 体 细 胞 组 织 在 许多 基本 方式 上 都 不 一 样 ， 本 章 强调 了 它们 
对 六 染色 体 调 控 的 差异 。 一 个 有 趣 的 论题 是 联合 采用 不 同 的 已 有 机 制 ， 如 在 体 细胞 组 
织 中 利用 致密 化 相关 复合 物 微调 X 染色 体 表 达 而 在 生殖 系 中 利用 PRC 相关 复合 物 沉 
mA X 染 色 体 。 雄 虫 中 单一 义 染 色 体 的 异 染色 质 化 被 认为 显著 改变 了 义 染 色 体 上 的 基因 
分 布 ， 以 至 于 那些 在 生殖 系 发 挥 普遍 功能 和 早期 胚胎 发 育 所 必须 的 基因 都 几乎 不 出 现在 
这 条 染色 体 上 。 因 此 ， 秀 丽 隐 杆 线虫 的 X 染色 体 和 它 的 调控 代表 了 一 个 有 趣 的 表 观 遗 
传 学 的 染色 体 范 围 的 调节 和 它 对 基因 组 进化 的 影响 以 及 应 答 的 交叉 点 。 


第 15 章 秀丽 隐 杆 线虫 X 染 色 体 的 表 观 遗传 学 调控 


参考 文献 


Alekseyenko A.A. and Kuroda M.I. 2004. Filling gaps in genome 
organization. Science 303: 1148-1149, 

Baarends W.M., Wassenaar E., van der Laan R., Hoogerbrugge J., Sled- 
dens-Linkels E., Hoeijmakers J.H., de Boer P, and Grootegoed 
J.A. 2005. Silencing of unpaired chromatin and histone H2A 
ubiquitination in mammalian meiosis. Mol. Cell. Biol. 25: 
1041-1053. 

Baugh L.R., Hill A.A., Slonim D.K., Brown E.L., and Hunter C.P. 2003. 
Composition and dynamics of the Caenorhabditis elegans early 
embryonic transcriptome, Development 130: 889-900. 

Bean C.J., Schaner C.E., and Kelly W.G. 2004. Meiotic pairing and 
imprinted X chromatin assembly in Caenorhabditis elegans, Nat. 
Genet. 36: 100-105. 

Bender L.B., Cao R., Zhang Y., and Strome S. 2004. The MES-2/MES- 
3/MES-6 complex and regulation of histone H3 methylation in 
C. elegans. Curr. Biol. 14: 1639-1643. 

Bender L.B., Suth J., Carroll C.R., Fong Y., Fingerman LM., Cao R., 
Zhang Y., Briggs S.D., Reinke V., and Strome S. 2006. MES-4, an 
autosome-associated histone methyltransferase that participates 
in silencing the X chromosomes in the C. elegans germ line. 
Development. (In press.) 

Carmi I., Kopezynski J.B., and Meyer B.J. 1998. The nuclear hormone 
receptor SEX-1 is an X-chromosome signal that determines nem- 
atode sex. Nature 396: 168-173. 

Chu D.S., Dawes H.E., Lieb J.D., Chan R.C., Kuo A.B, and Meyer B.J. 
2002, A molecular link between gene-specific and chromosome- 
wide transcriptional repression. Genes Dev. 16: 796-805. 

Cowell I.G., Aucott R., Mahadevaiah S.K., Burgoyne P.S., Huskisson 
N., Bongiorni S., Prantera G., Fanti L., Pimpinelli S$., Wu R., et al. 
2002, Heterochromatin, HP1 and methylation at lysine 9 of his- 
tone H3 in animals. Chromosoma 111: 22-36. 

Csankovszki G., McDonel P., and Meyer B.J. 2004. Recruitment and 
spreading of the C. elegans dosage compensation complex along 
X chromosomes. Science 303: 1182-1185. 

Dawes H.E., Berlin D.S., Lapidus D.M., Nusbaum C., Davis T.L., and 
Meyer B.J. 1999. Dosage compensation proteins targeted to X 
chromosomes by a determinant of hermaphrodite fate. Science 
284: 1800-1804. 

Fong Y.. Bender L., Wang W., and Strome S. 2002. Regulation of the 
different chromatin states of autosomes and X chromosomes in 
the germline of C. elegans. Science 296: 2235-2238. 

Goday C. and Esteban M.R. 2001. Chromosome elimination in scia- 
rid flies. BioEssays 23: 242-250. 

Goldstein P. and Slaton D.E. 1982. The synaptonemal complexes of 
Caenorhabditis elegans: Comparison of wild-type and mutant 
strains and pachytene karyotype analysis of wild-type. Chromo- 
soma 84: 585-597. 

Haack H. and Hodgkin J. 1991. Tests for parental imprinting in the 
nematode Caenorhabditis elegans. Mol. Gen. Genet. 228: 482-485. 

Handel M.A. 2004. The XY body: a specialized meiotic chromatin 
domain. Exp. Cell Res. 296: 57-63. 

Hansen D., Hubbard E.J.A., and Sched! T. 2004. Multi-pathway con- 
trol of the proliferation versus meiotic development decision in 
the Caenorhabditis elegans germline. Dev. Biol. 268: 342-357. 

Herrick G. and Seger J. 1999. Imprinting and paternal genome elimi- 
nation in insects. Results Probl. Cell Differ. 25: 41~71, 

Hirano T. 2002. The ABCs of SMC proteins: Two-armed ATPases for 
chromosome condensation, cohesion, and repair. Genes Dev. 16: 
399-414. 

Kelly W.G., Schaner C.E., Dernburg A.F, Ho-Lee M., Kim S.K., Vil- 
leneuve A.M., and Reinke V. 2002. X-chromosome silencing in 
the germline of C. elegans. Development 129; 479-492. 

Ketel C.S., Andersen E.F., Vargas M.L., Suh J., Strome S., and Simon 
J.-A. 2005. Subunit contributions to histone methyltransferase 
activities of fly and worm polycomb group complexes. Mol. Cell. 
Biol. 25: 6857-6868. 


Maciejowski J., Ahn J.H., Cipriani P.G., Killian D.J., Chaudhary A.L., 
Lee J.I., Voutev R., Johnsen R.C., Baillie D.L., Gunsalus K.C., et al. 
2005. Autosomal genes of autosomal/X-linked duplicated gene 
pairs and germ-line proliferation in Caenorhabditis elegans. 
Genetics 169; 1997—2011. 

Maine E.M., Hauth J., Ratliff T., Vought V.E., She X., and Kelly W.G. 
2005. EGO-1, a putative RNA-dependent RNA polymerase, is 
required for heterochromatin assembly on unpaired DNA during 
C. elegans meiosis. Curr. Biol. 15: 1972-1978. 

Meyer B.J. 1997. Sex determination and X chromosome dosage com- 
pensation. In C. elegans If (ed. D.L. Riddle et al.), pp. 209~240. 
Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New 
York. 

- 2000. Sex in the worm counting and compensating X-chro- 

mosome dose. Trends Genet. 16: 247-53. 

. 2005. X-chromosome dosage compensation. In WormBook, 
http://www.wormbook.org/chapters/www_dosagecomp/dosage- 
comp.html. 

Nakayashiki H. 2005. RNA silencing in fungi: Mechanisms and appli- 
cations. FEBS Lett. 579: 5950-5957. 

Nigon V. 1951. Polyploidie experimentale chez un nematode libre, 
Rhaditis elegans maupas. Bull. Biol. Fr. Belg. 85: 187-255. 

Piano F., Schetter A.J., Mangone M., Stein L., and Kemphues K.J. 2000. 
RNAi analysis of genes expressed in the ovary of Caenorhabditis 
elegans. Curr. Biol. 10: 1619-1622. 

Powell J.R., Jow M.M., and Meyer B.J. 2005. The T-box transcription 
factor SEA-1 is an autosomal element of the X:A signal that deter- 
mines C. elegans sex. Dev. Cell 9: 339-349, 

Prahlad V., Pilgrim D., and Goodwin E.B. 2003. Roles for mating and 
environment in C. elegans sex determination. Science 302: 
1046—1049. 

Reinke V., Gil LS., Ward S., and Kazmer K. 2004. Genome-wide 
germline-enriched and sex-biased expression profiles in 
Caenorhabditis elegans. Development 131: 311-323. 

Reinke V., Smith H.E., Nance J., Wang J., Van Doren C., Begley R., 
Jones S.J.M., Davis E.B., Scherer S., Ward S., and Kim S.K. 2000. A 
global profile of germ line gene expression in C. elegans. Mol. Cell 
6: 605-616. 

Schedl T. 1997. Developmental genetics of the germ line. In C. elegans 
H (ed. D.L. Riddle et al.), pp. 241-269. Cold Spring Harbor Labo- 
ratory Press, Cold Spring Harbor, New York. 

Shiu P.K., Raju N.B., Zickler D., and Metzenberg R.L. 2001. Meiotic 
silencing by unpaired DNA. Cell 107: 905-916. 

Skipper M., Milne C.A., and Hodgkin J, 1999, Genetic and molecular 
analysis of fox-1, a numerator element involved in Caenorhabditis 
elegans primary sex determination. Genetics 151: 617-631. 

Turner J.M. 2005. Sex chromosomes make their mark. Chromosoma 
114: 300—306. 

Turner J.M., Mahadevaiah S.K., Fernandez-Capetillo O., Nussenzweig 
À., Xu X., Deng C.X., and Burgoyne P.S. 2005. Silencing of unsy- 
napsed meiotic chromosomes in the mouse. Nat. Genet, 37: 
41-47, 

van Leeuwen F. and Gottschling D.E. 2002. Genome-wide histone 
modifications: gaining specificity by preventing promiscuity. 
Curr. Opin. Cell Biol. 14: 756-762. 

Wang L., Brown J.L., Cao R., Zhang Y., Kassis J.A., and Jones R.S. 2004. 
Hierarchical recruitment of polycomb group silencing complexes. 
Mol. Cell 14: 637-646. 

Wu C.I. and Xu Y. 2003. Sexual antagonism and X inactivation—The 
SAXI hypothesis. Trends Genet. 19: 243-247. 

Xu L., Fong Y., and Strome S. 2001. The Caenorhabditis elegans mater- 
nal-effect sterile proteins, MES-2, MES- 3, and MES-6, are associ- 
ated in a complex in embryos. Proc. Natl. Acad. Sci. 98: 5061—5066. 

Yonker S.A., and Meyer B.J. 2003. Recruitment of C. elegans dosage 
compensation proteins for gene-specific versus chromosome- 
wide repression. Development 130: 6519-6532. 











YP EAMA 
John C. Lucchesi’ and Mitzi |. Kuroda? 


! Department of Biology, Graduate Division of Biological and Biomedical Sciences , 
Emory University, Atlanta, Georgia 30322 


2 Harvard-Partners Center for Genetics & Genomics, Brigham & Women’s Hospital, Department of 


Genetics, Harvard Medical School, Boston, Massachusetts 02446 


本 章 目 录 
1. 剂量 补偿 现象 在 果 蝇 中 的 发 现 X 染色 体 上 的 组 装 和 定位 
2. 剂量 补偿 效应 包括 染色 体 修 饰 5. 染色 体重 塑 活 性 的 拷 抗 平衡 
3. 剂量 补偿 效应 的 调控 源 于 X KEK 6. 展望 
和 常 染 色 体 比例 的 测定 参考 文献 
4， 非 编码 roX RNA 促进 MSL 复合 物 在 





第 16 章 ， 果 蝇 中 的 剂量 补偿 效应 


ae 剂量 补 fs DL HAE FR BE, HF BY BC HL 


多 数 生物 体 的 核 型 〈 即 全 部 染色 体 ) 中 都 有 一 对 性 染色 体 。 在 果 蝇 中 ， 上 峻 蝇 有 两 条 
称 为 X 染色 体 的 性 染色 体 ， 这 两 条 染色 体 的 形状 和 遗传 信息 已 经 被 识别 ， 它 们 都 在 所 
有 体 细胞 中 被 激活 。 雄 蝇 有 一 条 入 染色体 和 一 条 Y 染色 体 ， 人 和 遗传 
信息 上 都 与 XX 染色 体 不 同 ( 图 16-1) 。 在 性 染色 体 上 ， 有 一 些 负责 性 别 决 定 和 性 别 分 化 
的 基因 ，X 染色 体 上 还 有 一 些 参 与 基本 的 细胞 功能 或 发 育 通路 的 基因 。 含 两 条 X 染色 
体 的 雌性 有 两 倍 量 的 这 些 基 因 ， 而 上 只 有 一 条 和 染色体 的 雄性 中 只 有 一 份 。 但 在 两 性 中 ， 
大 部 分 这 些 基 因 的 产物 水 平 是 相同 的 。 早 在 1903 Æ, H. J. Muller 在 人 研究 X 连锁 基因 
部 分 缺失 突变 个 体 眼睛 色 厅 水 平时 就 在 采 蝇 中 首次 发 现 了 这 个 矛 慎 (图 16-2), Muller 
认为 一 定 存 在 一 种 调控 机 制 来 补偿 果 蝇 中 染色体 连锁 基因 在 雄性 和 雌性 中 差异 ， 使 
X 染色 体 连锁 基因 在 两 性 中 的 水 平 相同 。 他 把 这 种 假定 的 调控 机 制 称 为 “剂量 补偿 效应 


(dosage compensation)”, 





16-1 由 显 微 描 绘 器 绘制 的 雄性 〈 右 边 ) ARETE 〈 左 边 ) 果 蝇 分 裂 中 期 相 
X 染色 体 占 核 型 的 20% 〈 经 许可 转 印 自 Morgan 1932). 
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图 16-2 Led H. L Muller 描述 剂量 补偿 效应 假说 的 图 示 
X 染色 体 连锁 基因 uhite 的 突变 的 等 位 基因 (w*〉 是 一 个 亚 效 等 位 基因 ， 负 责 眼 睛 局 部 色素 的 合 
成 ， 它 出 现在 XX 染色 体 上 用 深 色 的 框 表示 。 色 素 形成 的 水 平 与 每 种 性 别 中 wz 的 剂量 成 正比 ,但 由 
于 剂量 补偿 效应 ， 有 一 份 wr 剂量 的 雄性 和 两 份 wz 剂量 的 肉 性 中 色素 的 数量 相当 。 





表 观 遗传 学 


30 多 年 后 ，A. S. Mukherjee 和 W. Beermann 通过 调控 X 染色 体 连 锁 基 因 的 转录 首 
次 证 明了 剂量 补偿 效应 。 幼 虫 唾 腺 巨型 多 线 染 色 体 转录 的 放射 自 显影 
(autoradiography) 技术 是 一 种 能 呈现 转录 实时 情况 的 分 子 技术 ， 利 用 这 种 技术 可 观察 
到 挫 人 雄 蝇 单条 和 染色 体 中 的 CH] Ree SBA BA X 染色 体 的 数量 是 相同 
的 。 因 此 看 起 来 ， 在 雄 蝇 单条 XX 染色 体 上 RNA 合成 量 大 约 是 肉 蝇 每 条 X 染色 体 合 成 量 
的 两 倍 。 另 一 个 实验 的 突破 是 J. Belote A J. Lucchesi 识别 出 了 四 种 基因 ， 这 几 种 基因 
在 肉 性 中 的 缺失 不 受 影响 ， 但 在 雄性 中 的 缺失 却 是 致死 的 ， 雄 性 X 染色 体 上 出 现 大 约 
正常 水 平一 半 的 CH] 尿 喀 啶 挫 入 量 。 另 外 ，X 染色 体 失去 它 正常 的 界限 ， 并 呈现 朴 松 
的 外 观 〈puffed) ， 这 被 解释 为 是 肉 性 各 条 X 染色 体 转录 水 平 增 加 的 象征 。 结 果 说 明 ， 
X 染色 体 连锁 基因 产物 等 量 是 由 于 雄性 X 染色 体 的 转录 活性 是 内 性 每 条 X 染色 体 转 录 
活性 的 两 倍 来 完成 的 。 这 四 种 基因 中 ， 两 种 是 新 发 现 的 (雄性 特异 性 致死 基因 1， 
male-specific lethal, msll; 雄性 特异 性 致死 基因 2, mi2), RRA CHER, 
maleless, mle; 雄性 特异 性 致死 基因 3, msl3) 是 之 前 在 对 自然 群体 的 其 他 研究 中 发 现 
的 《在 1987 年 Lucchesi 和 Manning 的 研究 中 可 以 找到 早期 研究 剂量 补偿 效应 的 专门 文 
献 ) 。 为 便于 参考 ， 迄 今 为 止 发 现 的 可 引起 雄性 特异 性 致死 表 型 的 所 有 人 缺失 突变 基因 产 
物 都 叫做 MSL. | | 

剂量 补偿 作用 研究 的 下 一 个 阶段 是 B. Baker 和 J. Lucchesi 在 完成 三 种 msl 基因 后 ， 
开始 研究 mle。 通 过 细胞 免疫 荧光 发 现 ， 这 四 种 基因 产物 在 沿 着 雄性 多 线 X 染色 体 的 很 
多 位 点 上 共 定 位 (Palmer et al. 1993; Bone et al. 1994; Gorman et al. 1995; Kelley 等 
1995; Gu et al. 1998)。 观 察 结果 和 不 同 基因 产物 对 X 染色 体 结合 的 相互 依赖 说 明 它 们 
形成 一 个 复合 物 (图 16-3). 





图 16-3 图表 展示 MSL 复合 物 的 不 同 元 件 
MSL 元 件 已 知 的 功能 包括 MOF 乙酰 化 组 蛋白 H4K16, MLE 有 ATP BBA RNA/DNA 螺旋 酶 活性 ， 
JIL] 磷酸 化 组 蛋白 H3。 还 不 清楚 JILI 是 否 是 这 个 复合 物 的 一 个 亚 单位 。 


2. 剂量 补偿 效应 包括 染色 体 修饰 


雄性 X 染色 体 上 MSL 复合 物 的 出 现 与 组 蛋白 H4 Lys16 特异 的 乙酰 化 异 构 形 式 有 
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K (Turner et al. 1992; Bone et al. 1994), BH, ABA H4 特定 的 共 价 修饰 已 经 
证 明 对 沉默 染色 质 和 激活 染色 质 之 间 状 态 的 维持 起 重要 作用 。 负 责 H4K1l6ac 的 组 蛋白 
乙酰 化 酶 (histone acetyltransferase，HAT ) Sas2 功能 的 丧失 ， 会 导致 端 粒 异 染 色 质 
蔓延 到 邻近 亚 端 粒 染色 质 上 (Suka et al. 2002; 见 第 4 章 ) 。 iat AE H4K16ac 在 雄 
性 中 党 着 X 染色 体高 度 富 集 。 最 近 结 构 研 究 已 经 表明 ， 核 小 体 间 相互 作用 可 发 生 在 一 
个 核 小 体 上 组 蛋白 H2A-H2B 二 聚 物 的 酸性 的 片段 上 ， 以 及 从 邻近 的 核 小 体 延 伸 而 来 的 
带 正 电 的 组 蛋白 H4 尾巴 片段 〈16 一 26 个 残 基 ) 上 (Schalch et al. 2005), 24 Lys16 被 
特异 的 乙酰 化 后 ， 所 带 正 电荷 被 中 和 ， 这 就 减弱 了 核 小 体 间 的 结构 的 抑制 ， 从 而 影响 剂 
量 补偿 效应 。 

最 初 发 现 的 参与 剂量 补偿 效应 的 因子 中 没有 具 乙 酰 化 酶 作用 的 ， 因 为 早期 的 突变 工 
作 主 要 集中 于 常 染色 体 上 寻找 。 从 寻找 雄性 特异 性 致死 的 X 连锁 基因 开始 ， 才 识别 出 
一 个 新 基因 mof (males absent on the first) (Hilfiker et al. 1997), Mof 编码 的 重组 蛋 
白 是 一 种 乙酰 化 酶 ， 能 特异 地 乙酰 化 组 蛋白 H4K16( Akhtar and Becker 2000), CE 
MSL 复合 物 的 一 部 分 ， 仅 作用 于 雄性 X 染色体 上 的 H4(Smith et al. 2000), MOF 是 
乙酰 化 酶 MYST 家 族 中 的 一 类 亚 家 族 分 支 。 这 个 亚 家 族 都 具有 chromo 结构 域 ， 可 被 分 
为 H4K16 体内 特异 性 乙酰 化 酶 和 像 酵母 中 Esal 那样 能 乙酰 化 H4 末端 四 个 赖 氨 酸 的 酶 
(Smith et al. 1998)。 为 一 种 MYST 家 族 的 成 员 是 SAS2， 在 酵母 中 可 特异 的 乙酰 化 
H4K16， 但 无 chromo 结构 域 。 

在 MOF 被 发 现 和 人 研究 的 同时 ， 人 们 证 明了 一 个 具有 潜在 酶 活 作 用 的 其 他 亚 单位 
MLE, MLE 具有 RNA/DNA 螺旋 酶 、 三 磷酸 腺 苷 酶 〈ATPase) 和 体外 单 链 RNA/ 
ssDNA A EE (Lee et al. 1997)， 这 暗示 了 RNA 可 能 在 MSL 中 的 功能 。 一 些 多 和 蛋 
白 复 合 物 可 与 染色 质 作 用 ， 通 过 ATP 水 解 作用 改变 核 小 体 的 构象 ， 控 制 常 染色 质 基因 
的 转录 效率 。ATP 水 解 作用 是 含有 螺旋 酶 结构 域 的 蛋 日 家 族 的 功能 〈Sif 2004)， 尽 管 
EE MSL 复合 物 中 不 一 定 也 有 相同 的 功能 ，MLE 是 这 个 家 族 的 代表 。MLE 的 直 向 同 
源 物 Cortholog) 包括 人 类 的 RNA 螺旋 酶 CRNA helicase A, RHA), € JA F DEXH 
RNA 螺旋 酶 亚 家 族 ， 其 特征 是 包含 新 的 结构 域 (Kuroda et al. 1991) 和 N 端 一 段 约 
350 个 氨基 酸 的 保守 结构 《Pannuti and Lucchesi 2000)。 除 了 在 染色 质 重 塑 中 的 作用 
Sh, MLE 还 可 能 通过 改变 RNA 的 结构 在 剂量 补偿 机 制 中 起 作用 。 

现在 仍 没 有 完全 了 解 MSL 复合 物 其 他 部 分 的 特殊 功能 。MSL3 是 MSL 复合 物 中 的 
一 个 亚 单位 ， 具 有 非 经 典 的 chromo 结构 域 和 chromoshadow 结构 域 ( Aasland and 
Stewart 1995; Koonin et al. 1995) ， 是 与 含有 chromo 结构 域 的 HAT 协同 进化 的 一 类 
蛋白 家 族 中 的 一 员 (Pannuti and Lucchesi 2000) 。 酵 母 中 的 Eaf3(Esal 相关 蛋白 因子 3) 
是 这 个 家 族 中 的 一 员 ， 它 与 MYST 酶 Esal 共同 在 Nuss 复合 体 中 (Fisen et al. 
2001) 。 在 果 蝇 中 ，Tip60 多 和 蛋 日 复合 物 包 括 MSL3 WSF AID (paralog) MRG15 
(Kusch et al. 2004)。 人 类 MAF2 复合 物 中 MRG15 与 MOF 相关 (Pardo et al. 2002), 
更 有 趣 的 是 ， 人 类 中 存在 与 ML 复合 物 相 关 的 其 他 复合 物 ， 包 括 MOF, MSL, 
MSL2 和 MSL3 的 人 同 源 物 。 在 人 类 细胞 中 ， 这 个 复合 物 能 特异 性 乙酰 化 组 蛋 日 
H4K16， 并 负责 多 数组 蛋白 的 乙酰 化 修饰 ， 可 包括 两 个 不 同 基因 编码 的 果 蝇 MSL3 同 
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源 物 的 三 种 不 同 的 形式 之 一 (Smith et al. 2005), 

在 果 蝇 中 ，MSL1 和 MSL2 介 导 MSL 复合 物 连 接 到 染色 体 上 (Kelley et al. 1995; 
Copps et al. 1998; Gu et al. 1998), 没有 发 现 这 些 蛋 白 中 含有 已 知 的 DNA 结合 结构 
域 ， 也 没有 发 现 它们 在 染色 质 上 的 协同 作用 。MSL1 通过 N 端的 螺旋 -螺旋 结构 域 与 
MSI2 的 RING 指 状 结构 域 相互 作用 (Copps et al. 1998; Scott et al. 2000), 通过 靠近 
C 端的 保守 的 结构 域 与 MSL3 和 MOF 相互 作用 (Morales et al. 2004), MSL2 Al X Bu 
色 体 的 关系 是 非常 稳定 的 〈Straub et al. 2005c) MSL1 和 MSL2 在 人 类 中 同 源 物 已 经 
被 报道 (Marn 2003) 。 因 为 果 蝇 中 MSL1 和 MSL2 负责 MSL 复合 物 和 XXX 染色体 的 联 
系 ， 因 此 我 们 有 理由 推测 hMSL1 和 hMSL2 可 能 在 将 人 类 MSL 复合 物 引导 到 其 作用 位 
上 所 的 过 程 中 起 一 定 作用 。 

除了 雄性 特异 性 的 因子 外 ， 一 些 在 两 性 中 参与 染色 体 组 织 和 转录 的 一 般 因 子 也 可 能 
参与 剂量 补偿 效应 。 串 联 激酶 (tandem kinase) JIL-1 在 雄性 和 雌性 中 沿 着 所 有 染色 体 
分 布 ， 但 它 在 雄性 XX 染色 体 上 分 布 更 集中 。 这 种 富 集 依靠 MSL BAY. JIL-1 介 导 组 
AA H3 的 磷酸 化 ， 并 在 基因 组 的 转录 激活 区 域 维 持 染 色 体 结构 的 打开 状态 (Jin et al. 
1999; Wang et al. 2001), {E JIL-1 在 剂量 补偿 效应 中 起 特异 功能 的 还 是 一 般 功 能 仍 未 
确定 。 现 在 已 经 发 现 包 括 核 孔 蛋白 (nucleoporin) 和 外 核 体 (exosome) 复合 物 等 亚 单 
位 可 以 与 一 些 MSL 发 生 免 疫 共 沉淀 (Mendjou et al，2006) ， 但 这 些 蛋 白 在 剂量 补偿 效 
应 中 的 作用 仍 未 确定 。 

复合 物 的 活性 必须 进化 到 能 控制 一 些 先 前 存在 的 基因 ， 每 个 复合 物 都 有 它们 特异 的 
调控 信号 和 本 来 的 表达 水 平 。 反 人 染色 体 上 的 调控 转基因 仅 诱 导 表 达 时 才 出 现 MSL 
的 异 位 结合 ， 这 时 MSL 复合 物 才 可 能 被 激活 的 基因 活化 (图 16-4) (Sass et al. 2003), 
总 的 转录 是 在 哪 步 被 上 调 两 倍 呢 ? 在 雄 蝇 中 ，H4K1l6ac 不 仅仅 局 限 在 代 偿 X 染色 体 连 
锁 基因 的 启动 子 区 域 ， 也 被 发 现 沿 着 整个 X 染色 体 连 锁 基因 转录 单位 分 布 ， 这 些 转 录 
单位 被 MSL 复合 物 激活 ， 后 者 的 乙酰 化 水 平 在 启动 子 区 域 相对 一 般 ， 在 中 间或 3' 区 较 
高 (Smith et al. 2001)。 这 种 乙酰 化 的 分 布 说 明 MSL 复合 物 通过 促进 转录 延伸 和 RNA 
聚合 酶 可 能 的 循环 起 效 ， 而 不 是 通过 直接 加 强 启 动 子 的 可 及 性 〈accessibility) 来 增加 
X 染色 体 连 锁 基 因 的 表达 。 

已 经 提出 了 一 种 候选 的 假说 来 解释 MSL 复合 物 的 功能 (Birchler et al. 2003), ix 
个 假说 的 根据 是 雌性 中 所 有 染色 体 的 活性 是 建立 在 MOF 的 均匀 分 布 的 基础 上 的 。 雄 性 
中 由 于 缺少 一 条 久 染色 体 ， 因 此 在 常 染 色 体 和 单条 X 染色 体 上 的 MOF 和 其 他 未 知 的 
因子 就 会 有 更 高 的 浓度 ， 这 就 使 它们 具有 更 高 的 转录 活性 ， 形 成 的 MSL 复合 物 被 招募 
到 和 染色体 上 来 使 包括 MOF 在 内 的 高 转录 的 因子 从 常 染色 体 上 离 去 。 在 这 个 模型 中 ， 
MSL 复合 物 的 根本 作用 是 下 调 常 染色 体 上 基因 的 表达 ， 而 不 是 上 调 X 染色 体 上 的 连锁 
基因 。 但 是 ， 已 有 两 个 独立 的 研究 与 此 假说 相 了 矛盾 。 在 培养 的 雄性 组 织 细胞 中 ， 缺 失 
MSL 复合 物 的 靶 基 因 可 减少 X 染 色 体 上 基因 的 转录 水 平 ， 但 常 染 色 体 上 基因 的 表达 却 
不 受 影响 (Hamada et al. 2005; Straub et al，2005b)。 最 近 ， 雄 性 生殖 细胞 系 中 义 染 
色 体 连锁 基因 的 表达 也 有 类 似 的 结果 (Gupta et al. 2006), 

染色 体 组 装 可 以 被 细 分 为 依赖 复制 的 核 小 体 植 人 和 不 依赖 复制 的 核 小 体 植 人 。 后 者 
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活化 的 基因 失 活 的 基因 
(+GAL) (-GAL) 


图 16-4 MSL 复合 物 靶 疝 性 到 活化 的 基因 
一 个 反 式 激活 蛋白 GAL4 控制 下 的 启动 子 结 构 已 经 插入 到 幼 忠 姓 腺 染色 体 中 缺乏 MSL 复合 物 的 位 点 CAR). 
当 引 人 一 个 表达 GALA 的 基因 到 基因 组 中 时 ( 左 图 )， 反 式 激活 蛋白 结合 到 这 个 结构 (红颜 色 ) 上 ， 并 招募 
MSL 复合 物 ( 绿 颜色 )〔 经 许可 转 印 自 Sass et al. 2003 (©: 美国 国家 科学 院 ])。 


发 生 在 染色 体 的 转录 活性 区 ， 包 括 组 蛋白 H3 被 变 体 H3. 3 替换 (参考 第 13H). GK 
个 现象 相 一 致 的 是 ， 在 雄性 细胞 中 ， 组 蛋白 H3. 3 加 入 到 染色 体 的 程度 比 加 入 到 常 染 
色 体 中 的 程度 高 (Mito et al. 2005). 





。 剂量 补偿 效应 的 调控 源 于 X 染色 体 和 常 染色体 比例 的 调 定 | 

每 个 胚胎 都 需要 计数 其 染色体 的 数量 以 便 做 一 个 重要 的 决定 ;是否 需要 剂量 补 
偿 效 应 。 如 没有 上 调 雄 性 单条 X 染色 体 ， 或 没有 下 调 内 性 两 条 X 染色 体 ， 这 个 不 正确 
的 决定 可 能 致死 。 在 果 蝇 中 ， 计 算 X 染色 体 的 过 程 与 性 别 决定 的 过 程 是 相配 合 的 〈 详 
情 参 考 Cline and Meyer 1996) 。 性 别 由 每 个 细胞 核 中 X 染色 体 数 量 决定 ， 如 XX 胚胎 是 
WEE, XY 胚胎 是 雄性 。 雄 性 Y 染色 体 是 雄性 生殖 所 需要 的 ， 不 像 在 哺乳 动物 中 ， 它 对 
性 别 的 表 型 没有 作用 。 形 式 上 ， 是 X 染色 体 和 常 染色 体 的 比例 控制 着 性 别 和 剂量 补偿 
效应 ， 如 计算 久 染 色 体 的 机 制 对 常 染 色 体 组 的 数量 很 敏感 一 样 。 这 种 情况 在 2X : 3A 
三 倍 体 中 更 加 明显 ， 如 X: A 的 比例 在 雄性 XY : 2A MEXX : 2A 之 间 。2X :3A 三 
倍 体 的 差别 在 于 作为 一 个 肉 雄 间 体 ， 它 的 雄性 细胞 和 雌性 是 混在 一 起 的 。 

X 与 A 的 比例 通过 调控 二 元 开关 基因 一 一 性 别致 死 基 因 (Sex lethal, Sxl), 控制 
性 别 决 定 和 剂量 补偿 效应 。Szxl 编码 一 个 内 性 特异 性 的 RNA 结合 蛋白 ， 在 性 别 决定 和 
剂量 补偿 通路 中 分 别 调控 着 关键 RNA 的 剪 切 和 转录 过 程 (图 16-5)。Szl 是 X REW 
编码 的 ， 受 X 染 色 体 编码 的 一 些 转录 因子 正 调控 ， 因 此 ， 有 两 条 X 染色 体 的 胚胎 可 通 
过 早期 受 调控 的 启动 子 P. 起 始 表达 Sz/， 但 每 个 核 只 有 一 条 染色 体 的 胚胎 就 不 能 从 
P, 上 起 始 表达 。 在 早期 胚胎 Sxl 激活 过 程 中 这 个 最 初 瞬间 的 不 同 ， 可 以 通过 自我 反馈 
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来 稳定 ， 在 这 个 循环 中 ，SXL 蛋白 正 调控 它 自身 RNA 的 剪 切 而 其 启动 子 是 组 成 型 表达 
的 。 雌 性 模型 中 ，Sz; 起 始 的 不 同 通过 性 别 特异 地 调控 转换 基因 (zrans former, tra) 
的 剪 切 来 实现 。 反 过 来 ， 这 些 基因 产物 与 其 他 基因 产物 ， 如 转换 基因 2(tra2) 一 起 出 现 
在 两 性 中 ， 指 导 双 重 性 别 基因 (doubleser, ds) 起 始 转录 成 一 定量 的 调控 基因 ， 抑 制 
雄性 特异 性 基因 的 表达 ， 实 现 雌性 性 别 的 分 化 。 在 雄性 胚胎 中 ， 则 是 通过 dse 错误 转录 
剪 切 成 为 抑制 肉 性 特异 性 基因 的 表达 的 产物 ， 从 而 实现 向 雄性 的 分 化 。 






Roe. aE / eB = 1 
Sxl Sxl 





剂量 补偿 D 无 剂量 补偿 


O 性 别 分 化 





图 16-5 ”控制 性 别 决 宪 和 剂量 补偿 效应 的 图 示 
如 果 X/A 的 比 等 于 1， 级 联 调节 作用 使 雄性 性 别 发 育 。 在 雌性 中 ，Sz: 基因 产物 的 出 现 抑制 msl2 的 翻译 和 MSL 
复合 物 的 组 装 。 如 果 X/A 的 比 仅 有 0.5， 级 联 调 节 作 用 的 缺乏 ，MSL 复合 物 形成 雄性 性 别 发 育 。 


在 剂量 补偿 通路 中 ，SXL 的 一 个 关键 靶子 是 msl mRNA(Bashaw and Baker 1997; 
Kelley et al. 1997), SXL 的 结合 位 点 在 msl? mRNA 的 5UTR 和 3 UTR 上 。SXL 通 
OUTER BL, iat msl mRNA 5 UTR 的 作用 ， 抑 制 msi mRNA 的 翻译 (图 
16-5), 。 如 果 SXL 在 雌性 中 缺失 ， 剂 量 补偿 效应 异常 开启 ， 肉 性 将 死亡 。 相 反 ， 如 果 在 
雄性 中 异常 表达 SXL， 就 会 关闭 剂量 补偿 效应 ， 导 致 雄性 死亡 。 肉 性 中 异 位 表达 MSL2 
足以 使 MSL 复合 物 在 两 条 上 肉 性 染色 体 上 组 装 ， 这 也 说 明 MSL 复合 物 的 其 他 组 成 成 分 
或 者 开启 或 者 不 受 MSL 表达 的 影响 。MSL1 和 MSL3 在 雌性 中 正常 表达 ， 但 在 缺失 
MSL2 蛋白 时 它们 的 表达 却 不 稳定 。MLE 和 MOF 在 内 性 中 稳定 表达 ， 当 缺失 MSL2 
时 对 X 染色 体 变 得 没有 特异 性 亲和力 。 

总 之 ， 剂 量 补偿 效应 必须 是 对 核 中 X 染色 体 数 量 的 反应 。 在 胚胎 发 育 的 早期 ，X 
染色 体 的 计数 工作 已 经 完成 。 雄 性 表达 MSL2 BA. RS MSL 复合 物 , 但 上 肉 性 抑制 
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MSL2 的 翻译 ， 以 防止 两 条 X 染 色 体 出 现 不 适当 的 剂量 。 


4. 非 编码 roX RNA 促进 MSL 复合 物 在 和 染色体 上 的 组 装 和 定位 


哺乳 动物 和 果 蝇 中， 剂量 补偿 效应 最 吸引 人 和 最 神秘 的 方面 之 一 是 非 编码 RNA 能 
引导 正确 染色 体 上 发 生 代 偿 〈 详 情 参 考 Gilfillan et al. 2004; Kelly 2004; Straub et al. 
2005a; 第 17 章 ) 。 两 种 称 为 roXCRNA on X) 的 非 编 码 RNA， 虽 然 长 度 和 序列 不 同 ， 
却 具 有 功能 上 的 宛 余 性 ， 即 在 果 蝇 中 都 能 把 MSL 复合 物 引导 到 雄性 X 染色 体 上 〈Mel- 
ler and Rattner 2002), FE) FEE ESE PS BE I ER roX RNA 一 样 的 编码 产物 
有 相同 功能 的 基因 的 存在 。 但 在 成 熟 脑 中 roX RNA 是 作为 一 种 雄性 特异 性 的 RNA 而 
被 偶然 发 现 的 〈Amrein and Axel 1997; Meller et al. 1997)。 进 一 步 研 究 发 现 ， 这 两 种 
RNA 没有 明显 的 ORF， 也 不 能 与 MSL 复合 物 沿 着 整 条 X 染色 体 共 定 位 。 直 到 X 染色 
体 上 roXl 和 roX2 双 突 变 时 ，roX RNA 的 功能 才 被 揭示 。roX 双 突 变 中 大 部 分 雄性 臻 
死 ， 并 伴 有 MSL 复合 物 的 严重 异 位 ， 但 单个 突变 却 没有 这 种 表 型 (Meller and Rattner 
2002) 。 令 人 惊讶 的 是 这 两 种 roX RNA 大 小 不 同 (3. 7kb 和 0.5~1. 4kb)， 并 几乎 没有 
相似 的 序列 。 过 表达 MSL 蛋白 可 部 分 克服 roX RNA 的 缺失 ， 说 明 这 种 蛋白 拥有 剂量 
补偿 效应 中 所 有 的 关键 功能 ， 但 它 需 要 这 些 RNA 来 组 装 或 定位 〈Oh et al. 2003). 

roX RNA 可 通过 与 MSL 和 蛋白 免疫 共 沉 淀 获得 ， 这 说 明 两 者 的 物理 性 质 上 的 相关 性 
(Meller et al. 2000; Smith et al，2000) 。 现 在 仍 不 清楚 roX RNA 是 共存 的 ， 还 是 形成 
两 类 不 同 的 MSL, roX] 的 部 分 删除 揭示 单纯 的 缺失 300 个 核 苷 酸 不 影响 其 功能 ， 这 说 
明 其 内 部 序列 是 重复 的 〈Stuckenholz et al. 2003), roX RNA 显示 惊人 的 量 的 可 变性 ， 
这 说 明 它 们 可 能 不 是 在 MSL 复合 物 中 形成 一 个 不 变 的 结构 ， 而 是 装饰 这 个 复合 物 的 表 
面 。 部 分 纯化 该 复合 物 说 明 存 在 由 MSL1、MSL2、MSL3 和 MOF 蛋白 组 成 的 紧密 核 
心 ， 以 在 极 低 的 盐 浓 度 下 才 不 保留 的 roX RNA 和 MLE 螺旋 酶 (Smith et al. 2000), 
在 体外 缺失 roX RNA 的 最 小 蛋白 核心 复合 物 仍 可 特异 性 地 乙酰 化 核 小 体 H4K16(Mo- 
rales et al. 2004), XH roX RNA 参与 组 装 或 开启 剂量 补偿 效应 ， 而 不 是 在 基因 调控 中 
起 直接 作用 的 观点 相 一 致 。 

MSL 复合 物 是 怎样 结合 到 X 染色 体 上 的 ， 它 又 是 如 何 识别 的 呢 ? 缺少 两 种 rox 
RNA, 或 MLE、MSL3、MOF 中 的 一 个 ， 可 使 部 分 MSL 复合 物 结合 于 35 一 70 个 位 点 
上 (图 16-6) 。 在 mle, msl3 和 mof 突变 中 比较 这 些 “ 高 亲和力 ”的 位 点 ， 发 现 它们 在 
细胞 学 水 平 几乎 相同 ， 但 仍 不 清楚 它们 在 分 子 水 平 上 的 共性 。mie 突变 中 重要 的 缺陷 可 
能 是 不 能 把 roX RNA 加 入 到 复合 体 上 ， 因 为 在 缺少 MSL3 或 MOF 时 ， 这 种 RNA 可 
与 部 分 MSL 复合 物 共 定位 ， 而 缺少 MLE 时 却 不 能 (Meller et al，2000) 。 在 缺少 
MSL1 或 MSL2 af, RFH MSL 蛋白 或 roX RNA 没 能 保持 对 X 染色 体 的 识别 能 力 ， 
这 导致 一 种 假说 : MSL1 和 MSL 至 少 共 同 具 有 对 X 染色 体 靶 向 性 的 起 始 特异 性 。 然 
而 ， 这 两 种 蛋白 都 没 含有 已 知 的 DNA 结合 基 序 ， 在 体外 也 没有 证 明和 它们 与 DNA 的 
结合 。 


X 染色 体 上 吸引 这 个 复合 体 的 特异 性 信号 可 能 是 什么 呢 ? 有 两 个 可 能 的 基本 模型 来 
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上 的 广泛 延伸 (图 16-8) (Park et al，2002)。 这 种 广泛 的 延伸 可 通过 过 表达 有 限 的 
MSL 关键 蛋白 MSL1 和 MSL2 而 增加 ， 也 可 以 通过 过 表达 竞争 性 转基因 roX RNA 来 
减少 这 种 情况 ， 这 说 明 MSL 复合 物 成 功 的 共 转 录 装 配 可 以 促进 局 部 的 延伸 (Oh et al. 
2003) 。 在 核 内 有 效 的 组 装 功 能 MSL 复合 物 可 能 是 roX RNA 的 主要 功能 。X 染色 体 上 
roX 基因 最 初 的 组 装 可 能 提高 MSL 有 效 的 定位 到 义 染 色 体 上 的 效率 ， 但 因为 rox RNA 
可 反 式 作用 ， 因 此 它 明 显 不 是 MSL 最 终 定 位 所 必需 的 (Meller and Rattner 2002), 








图 16-7 MSL 复合 物 从 常 染色 体 上 转基因 的 延伸 与 内 源 性 XX 染色 体 连 锁 基因 roX 功能 
的 减少 是 成 比例 的 
当 转 基因 是 roX RNA 的 唯一 来 源 时 ， 常 染色 体 达到 最 大 的 延伸 。(a) 雄性 野生 型 的 和 X 染色体 ; 常 染 
色 体 转基因 的 出 现 用 MSL 带 的 箭头 表示 (红色 )。(b) 仅 有 一 个 激活 的 XX 染色 体 连 锁 的 roX 基因 的 
雄性 。 相 比 于 野生 型 ，MSL 复合 物 仅 轻 度 延伸 。(c，d) 在 带 两 个 不 同 的 转基因 和 XX 染色 体 上 两 个 
roX 基因 都 襄 除 的 雄性 中 的 延伸 。 


Mm AKAMA 
Mm RERAMA 
w 最 低 亲 合 位 点 


MSL 复合 物 





VNI fas roX RNA 


图 16-8 MSL 复合 物 靶 向 性 到 和 X 染色 体 上 的 模型 
复合 物 在 roX 基因 转录 的 位 点 组 装 ， 然 后 与 X 染 色 体 上 亲和力 或 高 或 低 的 不 同位 点 相 结合 。 该 模型 也 适合 常 染 
色 体 上 该 复合 物 从 异 位 的 roX 基因 上 的 延伸 。 


EZE utes 


除了 前 面 提 到 的 高 亲和力 位 点 ， 该 复合 物 在 沿 着 X 染色 体 的 其 他 许多 位 点 上 都 明 
显 表现 出 了 不 同 水 平 的 亲和力 (Demakova et al，2003) 。 在 稳定 的 易 位 果 蝇 中 ， 还 没有 
证 明 MSL 复合 物 可 从 义 染色 体 上 延伸 至 邻近 的 常 染色 体 序列 中 〈Fagegaltier and Bak- 
er 2004)。 因 此 ， 如 果 MSL 复合 物 延 伸 是 屏 项 染色 体 的 主要 机 制 ， 那 么 XX 染色 体 可 
与 MSL 复合 物 的 结合 程度 可 能 远 远 超过 常 染 色 体 。 事 实 上 ， 通 过 检测 X: A 的 异 位 和 
仅 含 一 套 染色 体 的 转基因 实验 ， 发 现 X 染色体 上 大 部 分 30kb 的 片段 都 有 吸引 MSL 
复合 物 的 能 力 ， 这 种 作用 在 更 小 的 片段 中 还 未 确定 Oh et al. 2004), 

怎样 把 不 同 的 观察 结果 形成 一 个 模型 来 解释 MSL 复合 物 靶 向 性 到 和 X 染色 体 上 ? 图 
16-9 描述 的 X 染色 体 识别 模型 是 与 已 有 数据 最 吻合 的 模型 。 在 这 个 模型 中 ，MSL 复合 
物 在 roX RNA 转录 的 位 点 组 装 ， 随 后 根据 MSL 复合 物 与 X 染色 体 上 不 同位 点 的 相对 
亲和力 ， 到 达 转 录 位 点 两 侧 或 更 远 的 位 点 。 仍 不 清楚 的 是 ， 许 多 或 大 部 分 靶 向 性 通常 是 
以 反 式 的 方式 单独 发 生 ， 还 是 通过 局 部 顺 式 延 伸 发 生 。 但 可 以 明确 的 是 ， 与 常 染 色 质 相 
E, MSL 复合 物 更 易 与 染色 体 结合 。 尽 管 现在 没有 发 现 和 染色体 上 所 特有 的 序列 ， 
但 随 着 多 种 物种 果 蝇 基因 组 的 比较 ， 可 能 将 揭示 一 些 简 并 的 序列 。 





雄性 多 线 X 染色 体 对 一 些 通用 的 非 染 色 体 特异 性 的 染色 质 调控 因子 的 剂量 或 活性 
的 改变 特别 敏感 。 例 如 ，Iswi 缺失 突变 揭示 了 ISW 的 复合 物 和 MSL 复合 物 功能 的 相 
互 作用 。 该 突变 导致 了 雄性 又 染色 体 上 整个 结构 的 改变 : 在 唾 腺 标本 中 ， 染 色 体 看 起 
来 特别 的 短 粗 (图 16-9), MSL 复合 物 和 H4K16ac 呈现 明显 连续 的 形式 而 非 细 带 。 
(Deuring et al，2000) 。 这 种 细胞 学 现象 的 分 子 基础 仍 不 清楚 ， 但 与 一 个 模型 相符 ， 在 
这 个 模型 中 ， 染 色 质 特殊 区 域 失去 了 组 织 性 。 正 常 的 多 线 染色 体 有 一 个 特征 性 的 形式 ; 
相对 浓缩 的 带 、 去 浓缩 的 带 间 和 蕊 松 区 ， 这 种 组 织 形 式 在 Iwi 突变 的 雄性 果 蝇 X 染色 
体 上 大 部 分 丢失 。X 染色 体 的 变 短 可 能 是 由 于 结构 的 丢失 和 浓缩 导致 宽度 的 异常 增加 。 





图 16-9 Isw 基因 的 下 效 突变 首先 影响 雄性 义 染 色 体 的 结构 组 织 
在 野生 型 雄性 中 ，X 染色 体 通常 看 起 来 像 常 染色 体 的 一 条 臂 〈 经 许可 转 印 自 Deuring et al. 2000[ @ Flsevier])。 
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模拟 开关 重 日 (imitation switch protein, ISWI〉 是 一 种 ATP 酶 ， 存 在 于 果 蝇 三 种 
染色 质 重组 复合 物 中 : NURF(nucleosome remodeling factor， 核 小 体重 朔 因 子 )，ACF 
(ATP-dependent chromatin assembly and remodeling factor, ATP 依赖 的 染色 质 组 装 和 
HWAT) 和 CHRACCchromatin accessibility complex， 染 色 质 趋 近 性 复合 物 ) (Smith 
and Peterson 2005)。 体 外 研究 已 经 证 明 ACF 和 CHRAC 使 核 小 体 有 序 排 列 ， 而 NURF 
则 打 乱 核 小 体 排列 。 在 体内 ACF 和 CHRAC 可 作为 染色 质 组 装 因 子 启 动 染 色 质 整体 的 
形成 和 抑制 染色 质 特 定 的 位 点 。 相 反 ，NUREF 改变 核 小 体 体外 重建 时 hsp70 启动 子 处 
的 位 置 ， 如 果 核 小 体 被 首先 超 乙 酰 化 ， 其 重 塑 活性 也 会 大 大 加 强 。 尽 管 NURF 在 标记 
染色 质 的 可 及 性 上 具有 明显 的 生物 化 学 活性 ， 但 nurf301 的 突变 也 表现 出 Iswi 突变 中 
雄性 X 染色 体 异 常 去 浓缩 的 现象 (Badenhorst et al. 2002), 

在 峻 性 转基因 果 蝇 中 ， 诱 导 MSL 复合 物 出 现 的 地 方 也 能 看 到 Iwi 和 nurf 突变 时 
HERE X 染色体 的 缺陷 ， 这 种 缺陷 在 MSL 复合 物 失 活 〈 如 缺少 H4K16ac) 的 雄性 果 蝇 中 
未 被 发 现 。 另 外 ， 与 纯化 的 ISWI 体外 竞争 实验 说 明 ， 组 蛋 日 H4 尾部 K16 的 乙酰 化 可 
以 减弱 MSL 复合 物 与 分 离 的 核 小 体 的 结合 能 力 (Corona et al. 2002) 。 这 些 研 究 者 推测 
可 通过 减少 ISWI 促进 常规 核 小 体 有 序 形 成 的 能 力 ， 使 MOF 起 作用 改变 了 X 染色 体 连 
锁 基 因 的 表达 (Corona et al. 2002), 

当 异 染色 质 蛋 白 SUCVAR) 3-7 过 表达 时 ， 可 以 看 到 一 个 完全 不 同 的 染色 体 表 型 
(Delattre et al. 2004), SUCVAR)3-7 是 异 染 色 质 的 一 个 结构 组 成 ， 它 可 与 HP1(heter- 
ochromatin protein 1， 异 染色 质 和 蛋白 1) 和 组 蛋白 赖 氨 酸 甲 基 转 移 酶 (histone lysine 
methyltransferase, HKMT) SU (VAR) 3-9 共 定 位 〈 参 考 第 5 章 )。 尽 管 过 表达 SU 
(VAR)3-7 可 以 引起 雄 蝇 和 上 肉 蝇 染 色 体 的 形态 学 变化 ， 但 由 于 雄 蝇 和 染色 体形 状 更 小 并 
更 致密 ， 因 此 它 受 影响 的 程度 更 大 。 

令 人 好 奇 的 是 ， 雄 性 多 线 X 染色 体 比 其 他 染色 体 更 敏感 ， 在 受到 正 负 作用 时 更 容 
易 改 变 染 色 质 组 件 的 平衡 。 维 持 染 色 质 状态 继承 的 重要 机 制 可 能 是 在 DNA 合成 后 ， 对 
组 装 因子 的 竞争 。 由 于 雄性 多 线 X 染色 体 一 直 处 于 开放 的 状态 ， 当 主要 染色 质 调控 因 
子 的 自然 平衡 被 改变 时 ， 处 于 超 活性 状态 的 它 可 能 更 容易 被 影响 〈Lucchesi et al. 
2005). 


随 着 生物 芯片 (microarray) 的 广泛 利用 ， 我 们 开始 在 整个 基因 组 范围 内 测定 MSL 
复合 物 具 体 的 结合 形式 和 鉴定 它 所 调控 的 基因 (Alekseyenko et al. 2006; Gilfillan et 
al. 2006; Legube et al. 2006) 。 这 些 信息 必 将 使 我 们 更 好 地 了 解 MSL BA We Oye 
向 到 X 染 色 体 上 的 。 对 靶 向 性 的 了 解 将 反 过 来 有 助 于 我 们 了 解 ML 复合 物 增 加 基因 表 
达 的 机 制 。 最 近 的 研究 揭示 ， 是 基因 的 编码 区 ， 而 不 是 上 游 调 控 区 结合 MSL 复合 物 ， 
正如 只 有 特定 的 基因 的 H4K16 上 乙酰 化 。 这 个 结果 为 剂量 补偿 效应 可 通过 调整 转录 延 
长 率 和 RNA 聚合 酶 的 再 循环 而 改变 的 模型 提供 了 关键 的 证 据 (Smith et al. 2001), 

要 想 充分 阐明 剂量 补偿 效应 发 生 的 分 子 机 制 ， 还 需要 精确 地 确定 MSL 复合 物 对 普 
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通 转 录 作 用 的 影响 。 因 为 MSL 蛋白 和 roX RNA 都 不 是 雌性 生殖 所 需要 的 ， 因 此 它们 
似乎 部 致力 于 剂量 补偿 效应 。 也 有 一 些 辅助 因子 利于 剂量 补偿 效应 的 发 生 ， 但 它们 在 通 
党 的 核 、 染 色 体 或 转录 上 的 功能 是 雄性 和 上 肉 性 所 必需 的 (Mendjan et al，2006)。 在 将 
来 的 几 年 中 ， 识 别 这 些 因子 是 非常 重要 的 工作 ， 它 将 增进 对 X 染色 体 连锁 基因 在 雄性 
琳 赐 中 两 倍 表达 的 生化 基础 。 最 终 ， 剂 量 补偿 作用 将 有 助 于 我 们 了 解 高 等 动物 中 染色 质 
转录 转换 的 关键 信息 ， 也 将 为 精确 阐明 遗传 基因 和 谐 表达 的 分 子 机 制 提供 重要 线索 。 
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11 有 性 生殖 的 优势 

有 性 生殖 在 真 核 生 物 中 普遍 存在 ， 即 便 以 插 搬 或 车 养生 殖 方式 完成 繁殖 的 植物 也 常 
具有 可 供 选择 的 有 性 生殖 模式 。 很 多 时 候 ， 这 一 现象 被 认为 是 进化 的 结果 。 有 性 生殖 引 
发 了 大 量 的 遗传 变异 ， 在 此 基础 上 发 生 自然 选择 ， 从 而 进化 。 每 次 有 性 生殖 都 伴随 着 等 
位 基因 的 重组 ， 这 种 方式 产生 的 个 体 较 之 无 性 繁殖 产生 的 个 体 ， 能 够 更 有 效 地 应 对 环境 
的 改变 。 但 是 ， 高 等 真 核 生 物 的 性 别 差异 是 复杂 的 ， 它 需要 能 够 产生 雄性 和 肉 性 的 生殖 
器 官 的 发 育 途 径 、 进 行 减 数 分 裂 需要 的 生理 学 和 生物 学 结构 、 生 殖 细胞 的 成 熟 、 配 偶 体 
的 吸引 和 交配 (这些 问 题 的 进一步 讨论 ， 参 考 Marshall Graves and Shetty 2001 及 其 中 
的 参考 文献 )。 非 常 关键 的 一 点 ， 也 是 衡量 进化 成 功 与 否 的 明确 方法 ， 是 多 样 化 群体 是 
否 能 够 更 好 地 避 倪 最 终 的 灭绝 之 灾 。 


12 性别 决定 的 方法 


生物 体 间 决定 不 同性 别 的 遗传 机 制 差 异 很 大 。 最 简单 的 系统 由 单 基因 座 ， 即 在 一 种 性 
别 中 是 纯 合 子 〈( 同 配 性 别 )， 而 男 一 种 性 别 中 是 洒 合 子 ( 异 配 性 别 ) (图 17-1)。 这 一 简单 
系统 以 不 同 的 方式 进化 ， 达 到 不 同 生物 体 中 不 同 复杂 程度 的 要 求 。 在 一 些 生物 体 中 ， 抑 制 
异 配 性 别 中 决定 性 别 等 位 基因 的 减 数 分 裂 重组 RERE, crossover) 的 机 制 已 经 成 立 
(图 17-1) ， 这 一 步 可 以 有 助 于 防止 子 代 出 现 等 位 基因 混 消 而 导致 的 雌雄 间 性 现象 。 在 许多 
情况 下 ， 一 条 染色 体 的 部 分 或 全 部 无 法 重组 ， 并 伴随 着 遗传 信息 的 丢失 。 促 使 这 条 染色 体 
退化 的 进化 原因 仍 不 清楚 。 但 在 许多 物种 中 最 终 的 结果 是 两 性 的 差别 不 仅仅 在 等 位 基因 的 
一 个 或 几 个 位 点 ， 而 是 整 条 染色 体 的 差别 。 正 如 表 17-1 中 简单 的 示意 图 所 示 。 在 大 多 数 
物种 中 ， 包 括 我 们 人 类 自己 ， 是 雄性 携带 退化 的 染色 体 ， 即 使 存在 一 些 例外 。 

在 发 育 过 程 中 ， 性 别 分 化 通常 是 由 一 个 或 少数 关键 基因 表达 或 不 表达 引起 的 。 这 些 
基因 的 产物 引起 一 系列 基因 调控 过 程 的 发 生 ， 下 调 了 一 条 或 其 他 性 别 决定 的 通路 (线虫 
的 详情 参考 第 15 章 和 果 蝇 的 详情 参考 第 16 章 ) 。 在 人 类 ，Y 染色 体 上 SRY 基因 的 蛋白 
产物 能 够 使 胚胎 进入 男性 的 性 别 发 育 通 路 (参考 综述 部 分 McElreavey 1995)。 这 种 机 
制 的 顺利 进行 并 不 需要 大 量 染 色 体 的 差别 ， 那 么 为 什么 这 种 差别 如 此 常见 ?这 可 能 是 交 
换 染 色 体 抑制 过 程 的 副 产 物 ， 可 防止 肉 雄 间 性 的 产生 (图 17-1) 。 对 影响 种 群 中 等 位 基 
因 扩 展 的 因素 的 数学 分 析 表 明 ， 抑 制 交换 必然 导致 有 害 突变 的 积累 (突变 甚至 可 能 引起 
交换 染色 体 的 进一步 抑制 )。 这 将 导致 最 初 两 条 同 源 染 色 体 的 一 条 逐渐 退化 (图 17-1). 
这 个 过 程 被 定义 为 “Muller WE” (Muller’s ratchet)， 以 纪念 第 一 个 提出 它 的 遗传 学 
家 。 只 能 这 样 认 为 ， 这 只 是 最 初 采取 双 性 策略 繁殖 的 结果 (进一步 的 讨论 请 参考 Char- 
lesworth 1996 及 参考 文献 )。 不 管 染色 体 退 化 背后 是 怎样 的 进化 驱动 ， 染 色 体 退化 的 事 
实 (推测 可 能 继续 发 生 ) 需要 协同 的 进化 机 制 来 应 对 同 种 物种 成 员 间 主要 染色 体 差 异 。 
这 种 机 制 被 称 为 是 剂量 补偿 机 制 。 


表 观 遗传 学 





mm 雄性 决定 等 位 基因 重 被 抑制 的 染色 体 交 叉 


图 17-1 YY 染色 体 的 进化 

在 进化 的 早期 ， 两 性 间 的 差别 可 能 只 在 单个 常 染色 体 基因 座 上 : 一 种 性 别 〈 原 始 的 雄性 ，proto- 
male) 在 这 个 基因 座 上 是 杂 合 的 ， 另 一 种 性 别 〈 称 为 原始 的 骏 人 性 ) 是 纯 合 的 。“ 雄 性 决定 等 位 基因 ” 
用 黄色 表示 。 如 果 交 配 需 要 每 个 性 别 的 一 -条 染色 体 ， 那 么 个 体 就 不 会 产生 个 体 雄 性 等 位 基因 的 纯 合 
子 。 在 这 个 早期 ， 与 酵母 中 两 种 交配 的 差异 相 比 ， 两 性 间 生 理 的 差异 将 非常 精细 。 为 了 防止 肉 雄 兼 
性 的 情况 形成 ， 染 色 体 交换 将 在 雄性 决定 基因 座 中 ， 或 其 周围 被 抑制 〈 抑 制 的 区 域 用 深 颜色 标 出 )。 
由 于 交换 抑制 将 减少 种 群 扩展 的 能 力 ， 突 变 将 在 这 个 区 域内 积累 ， 因 此 ， 选 择 的 压力 抑制 了 它们 。 
染色 体 交 换 被 抑制 的 退化 区 域 逐 渐 增 大 (“Muller 的 坏 轮 ”学 说 ) ， 直 到 这 条 染色 体 丢 失 它 大 部 分 的 
活性 和 功能 基因 。 为 了 在 有 丝 分 裂 期 间 染 色 体 配对 和 交换 ，Y 染色 体 上 必须 保留 一 小 段 活性 区 域 和 
X 染 色 体 同 源 。 这 就 是 伪 常 染色 体 区 Cpseudoautosomal region，PAR) ， 最 初 的 常 染色 体 进化 之 后 ， 
相对 应 的 Y 染色 体 大 部 分 是 通过 其 他 染色 体 上 的 异 位 ， 最 终 形成 特征 性 的 X 染色 体 。 和 其 他 染色 体 
一 样 ，X 染色 体 是 通过 进化 把 不 同 阶段 的 DNA 片段 锐 嵌 到 合适 的 位 置 ， 它 们 中 一 些 是 古代 的 ， 一 
些 是 相对 近代 的 。 这 在 原始 义 染色 体 和 义 染色 体 上 通过 不 同 的 拼 竣 形式 展示 。 人 类 的 义 染 色 体 则 窗 ， 
集 了 逃脱 了 义 染 色 体 失 活 的 相对 近代 的 基因 。 


1.3 性别 决定 的 染色 体 万 法 提出 剂量 补偿 的 需求 


在 哺 胆 动物 和 果 蝇 中 ， 雄 性 有 每 条 性 染色 体 的 一 个 拷贝 :一 条 义 染 色 体 和 一 条 了 了 
染色 体 。 而 瞧 性 有 两 条 X 染色 体 。 这 两 个 种 群 中 ，Y 染色 体 上 的 基因 很 少 ， 且 大 部 分 
是 异 染色 质 。Y 染色 体 仅 有 一 些 雄 性 发 育 和 生育 所 必需 的 基因 。 相 反 ，X 染色 体 个 体 较 
大 ， 并 携带 大 量 的 基因 。 如 果 对 错误 置之不理 ， 拷 贝 数 目 上 的 双 倍 差异 将 导致 性 别 间 几 
千 种 基因 产物 细胞 内 浓度 的 双 倍 差异 。 显 然 ， 进 化 不 允许 相同 物种 成 员 间 有 如 此 大 的 差 
异 。 目 前 ， 已 经 发 育 出 通过 剂量 补偿 效应 机 制 消除 这 种 差异 的 方法 。 

通常 ， 仅 有 三 种 方式 使 XX 连锁 基因 转录 水 平 在 同型 配子 和 异型 配子 中 相同 。 它 们 
分 别 是 : OPI HEHE XX 染色 体 中 一 条 上 的 基因 ; 名 使 雄性 单条 义 染 色 体 的 基因 和 转 
录 率 加 倍 ; @@ 使 每 条 肉 性 X 染色 体 的 转录 率 减 半 。 后 两 种 方式 的 最 后 结果 一 样 ， 雄 性 
X 染色体 上 基因 的 转录 速度 是 内 性 两 条 X 染色 体 辣 样 基因 转录 速度 的 两 倍 ， 但 达到 这 
种 情况 的 路 径 却 完全 不 同 。 三 种 机 制 的 例子 已 经 证 实 。 哺 乳 动 物 是 第 一 种 机 制 ， 果 蝇 是 
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第 二 种 〈 见 第 16 章 ), 线虫 为 第 三 种 (第 15 章 ) 。 剂 量 补偿 效应 中 ， 这 三 种 显著 不 同 的 
机 制 已 经 进化 到 相对 独立 ， 这 证 明 性 别 间 X 连锁 基因 产物 水 平 相同 的 最 终 的 目标 非常 
重要 (Marin et al. 2000) 。 因 此 ， 破 坏 这 三 种 方式 中 的 任何 一 种 剂量 补偿 效应 的 突变 都 
可 使 受 影响 的 性 别致 死 。 


1.4 雌性 哺乳 动物 中 失 活 的 X 染色 体 的 识别 


1949 年 ，Barr 和 Bertram 描述 的 性 染色 质 体 是 存在 于 不 同 哺乳 动物 物种 的 内 性 
(而 不 是 雄性 ) 细胞 核 中 〈 参 考题 图 ) 的 一 种 光 镜 下 可 见 的 结构 。 这 个 结构 有 益 于 性 发 
育 异 常 的 研究 。 但 是 直到 1959 年 ，Ohno 和 他 的 同事 才 证 明 这 个 结构 来 自 于 肉 性 两 条 XX 
染色 体 中 的 一 条 。1961 年 ，Mary Lyon 描述 了 肉 性 小 鼠 中 X 染色 体 连锁 的 毛色 基因 表 
达 的 遗传 实验 。 为 了 解释 个 别 叭 性 小 鼠 中 可 变 混合 毛色 〈 扒 合体 ) 的 遗传 形式 ，Lyon 
假设 在 每 个 瞧 性 细胞 中 ， 两 条 雌性 X 染色 体 的 一 条 在 发 育 的 早期 稳定 地 失 活 (Lyon 
1961)。 性 染色 质 体 ， 现 在 称 为 巴 氏 小 体 (barr body)， 是 失 活 XX 染色 体 的 细胞 学 表现 。 
使 用 上 肉 性 杂 合 子 皮肤 成 纤维 细胞 进行 X 染色 体 连 锁 酶 6- 磅 酸 葡 萄 糖 脱 氨 酶 〈glucose-6- 
phosphate dehydrogenase, G6PD) 多 态 性 的 实验 ， 结 果 显 示 两 个 等 位 基因 中 仅 有 一 个 
在 单 细胞 克隆 (克隆) 中 表达 。 因 此 ， 表 明了 从 一 代 细 胞 到 下 一 代 的 失 活 状态 的 可 遗传 
性 (Davidson et al. 1963) ， 也 证 实 了 女性 中 染色体 失 活 的 发 生 (Beutler et al. 1962), 
通过 用 多 重 拷贝 X 染色体 (例如 47XXX 或 48XXXX 染色 体 组 型 ) 对 女性 中 X RAK 
失 活 的 进一步 研究 表明 ， 所 有 的 X 染色 体 中 ， 除 一 条 以 外 ， 其 余 所 有 的 均 失 活 。 这 被 
总 结 为 “n 一 1 规则 ”， 邑 ， 如 果 一 个 个 体 有 nn RX 染色 体 ， 那 么 就 有 ?一 1 条 将 要 被 失 
活 (Ohno，1967)。 这 个 规则 解释 了 XX 染色 体 非 整 倍 体 非 常 轻微 的 临床 症状 。X 染色 体 
失 活 的 假说 继续 解释 肉 性 细胞 中 X 染色 体 连 锁 基 因 表 达 的 特性 ， 从 首次 提出 以 来 一 直 
没有 本 质 的 改变 。 过 去 的 约 40 年 里 ， 人 们 一 直 试 图 找到 这 一 现象 发 生 的 分 子 机 制 。 
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2.1 XX 染色 体 失 活 受 发 育 调控 


在 哺乳 动物 中 ， 肉 性 和 染色 体 失 活 受 发 育 的 调控 。 早 期 受精 卵 〈zygote) 中 两 条 X 
染色 体 都 是 活化 的 〈Epstein et al. 1978)， 它 们 是 在 细胞 分 化 过 程 中 失 活 的 。 通 常 ， 细 
胞 中 来 源 于 母 本 或 父 本 的 六 染色 体 〈( 分 别 Xm 或 Xp〉 失 活 的 几率 是 相等 的 。 有 一 种 情 
况 例 外 ， 只 有 印记 的 XXX 染色体 失 活 ， 它 发 生 于 袋 类 动物 的 一 生 和 小 鼠 早 期 着 床 前 胚胎 ， 
通常 是 Xp 失 活 。 在 后 一 种 情况 中 ， 印 记 的 Xp 染色 体 失 活 维 持 在 分 化 的 第 一 谱系 ， 称 
iy ROSE FESR ARIE (extraembryonic trophectoderm, TE) 细胞 和 原始 内 胚层 Cprimi- 
tive endoderm cells, PE) 细胞 ， 但 在 产生 上 胚胎 内 细胞 团 细胞 时 ， 失 活 的 六 染色 体 可 以 
被 再 激活 。 失 活 X 染色 体 再 激活 的 现象 也 发 生 在 发 育 中 的 原生 区 细胞 (primordial germ 
cell, PGC) H, 这 就 确保 在 配子 中 XX 染色 体 再 激活 。 图 17-2 RRE RP X 染色 体 失 活 
和 再 激活 的 周期 。 
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精子 
Xp 激活 字母 细胞 
^ a, 
A 
生殖 系 
Xm 激活 2- 细 胞 期 
Xp 激活 Xm 激活 
Xm 失 活 A Xp 激活 
Xp 激活 A 
或 者 
Xm 激活 
Xp 失 活 
R B+ @AWie 
MERER 中 的 X 染 色 体 失 活 REE 
Xp 激活 
或 
Xm 激 活 
Xp 失 活 
R N 
A 激活 的 X 染 色 体 
R X 染 色 体 随机 失 活 
I 义 染色 体 印记 失 活 





图 17-2 X 染色体 失 活 和 有朋 激活 的 循环 
在 发 育 过 程 中 XX 染色 体 经 历 失 活 和 再 激活 的 循环 .红色 箭头 表示 X 染色 体 失 活 的 阶段 ， 绿 色 的 第 头 表 示 X 
染色 体 再 激活 的 阶段 。 失 活 首 先 发 生 在 早期 植 人 前 胚胎 (X 染色 体 的 印记 失 活 )， 然 后 在 原 肠 胀 形成 时 发 生 
在 外 豚 层 的 细胞 内 《和 染色 体 的 随机 失 活 )。 失 活 的 X 染 色 体 在 内 细胞 团 〈ICM) 内 砷 泡 期 它们 第 一 次 被 定 
位 时 或 是 在 发 育 的 生殖 细胞 里 被 重新 激活 。 


2.2 ”染色体 沉默 包括 多 层次 的 表 观 遗传 修饰 


X 染色 体 的 沉默 是 在 染色 体 结构 水 平 上 通过 组 蛋白 尾部 修饰 完成 的 ， 结 合 或 去 除 不 
同 的 组 蛋 晶 和 CpG 岛 DNA 甲 基 化 均 有 助 于 形成 稳定 的 异 染 色 质 结构 。 在 个 体 发 育 的 
过 程 中 ， 各 层次 表 观 遗传 修饰 是 逐步 建立 的 ， 这 在 4. 4 节 将 详 述 。 整 体 而 言 ， 多 层次 的 
表 观 遗传 修饰 确保 失 活 的 XX 染色 体 在 多 次 细胞 分 裂 过 程 中 稳定 繁殖 。 

个 体 修饰 的 作用 在 不 同 谱系 中 的 变化 是 短期 的 。 例 如 ， 在 早期 发 育 中 ，X 失 活 需要 
RACHA H3K27me3 (组 蛋白 H3 在 27 位 赖 氨 酸 的 三 甲 基 化 )， 而 后 期 发 育 则 不 需要 。 
相反 ，CpG 岛 甲 基 化 仅 在 后 期 发 育 中 是 必须 的 ， 而 且 在 滋养 外 胚层 细胞 的 发 育 中 完全 
不 需要 。 


2.3 一 些 基因 逃避 XX 染色体 失 活 


X 染色 体 失 活 会 影响 X 染色 体 上 的 大 部 分 基因 ,但 也 有 一 些 基因 可 逃避 沉默 。 其 
中 包括 与 雄性 减 数 分 裂 中 与 了 染色 体 配 对 的 XX 染色 体 上 一 小 部 分 区 域 ， 这 部 分 区 域 称 
为 拟 常 染色 体 区 域 (pseudoautosomal region, PAR) 或 XY 配对 区 域 (图 17-1)。 因 为 
雄性 和 内 性 中 均 有 这 些 基因 的 双 拷 贝 ， 所 以 这 部 分 区 域 里 的 基因 不 需要 剂量 补偿 效应 。 
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其 他 逃避 沉默 的 基因 ， 还 包括 具有 和 没有 Y 染色 体 连 锁 同 系 物 的 基因 。 最 近 的 研 
KRH, AŽ X 染色 体 上 大 约 有 15 多 的 基因 逃避 X 染色 体 失 活 (Carrel and Willard 
2005)。 有 趣 的 是 ， 一些 基因 位 于 Xp 染色 体 的 短 臂 上 ， 在 进化 时 间 上 ， 这 些 基 因 是 相 
对 最 近 才 有 的 。 小 鼠 的 研究 表明 ， 在 个 体 发 育 早期 ， 这 些 基 因 起 初 失 活 ， 它 们 是 在 发 育 
过 程 中 逐渐 被 激活 的 《〈4. 6 节 )。 袋 类 动物 的 研究 表明 ， 一 些 基 因 在 一 定 程度 上 逃避 X 
染色 体 失 活 。 它 反映 出 整个 个 体 发 育 过 程 中 沉默 维持 的 失败 ， 这 可 能 与 一 些 物种 Xi 缺 
> CpG 岛 甲 基 化 有 关 〈 详 见 4.7 市 )。 


2.4 和 染色 体 的 失 活 受 一 个 重要 的 开关 部 位 : X 染色 体 的 失 活 中 心 的 调控 


传统 的 遗传 学 研究 表明 ，X 染色 体 失 活 受 单一 的 顺 式 作用 总 开关 位 点 的 控制 ， 即 X 
染色 体 失 活 中 心 (X inactive center, Xic). X 染色 体 顺 式 沉默 需要 这 个 失 活 中 心 ， 它 确 
保 和 染色体 随机 失 活 起 始 的 正确 性 和 适当 性 。 最 近 ， 有 更 多 在 分 子 水 平 上 对 Xic 的 特征 
的 研究 。 这 个 基因 座 产 生 一 个 大 的 非 编 码 RNA 称 为 Xist (X 染色 体 失 活 特异 性 转录 ， 
X inactive specific transcript)， 它 具有 顺 式 结 合 的 特点 ， 并 从 转录 位 点 开始 沿 着 整 条 
染色 体积 累 (图 17-3) (Brown et al. 1991, 1992; BrockDorff et al. 1992). mA Xist 





个 体 发 育 





分 裂 中 期 的 Xist 分 裂 间 期 的 Xist 低 乙 酰 化 的 X 染 色 体 


图 17-3 Xis RNA 诱导 染色 体 范围 逐渐 异 染 色 质 化 
当 Xist RNA 表达 时 ， 其 RNA 从 它 的 转录 位 点 (绿色 虚线 ) 开始 结合 并 包围 和 染色 体 上 。Xist RNA 通过 招 
募 染 色 体 修饰 活性 开启 染色 体 沉默 (红色 和 黄色 的 圆 球 )。 最 初 沉 默 的 波动 可 招募 其 他 层次 表 观 遗传 修饰 ( 灰 
色 的 圆 球 ) ， 进 一 步 稳 定 异 染色 质 的 结构 。 通 过 发 育 和 个 体 发 生 逐 步 建 立 不 同 水 平 的 表 观 遗传 沉默 。 间 期 和 中 
期 中 ， 沿 着 和 染色 体 上 Xis RNA 的 原 位 杂交 和 定位。 
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RNA 的 染色 体 为 染色体 沉默 的 启动 提供 了 准备 (Lee et al. 1996; Penny et al. 1996; 
Wutz and Jaenisch 2000)。 到 目前 的 研究 表明 ， 这 一 过 程 至 少 部 分 是 通过 Xist 介 导 的 染 
色 体 修饰 复合 物 的 募集 发 生 的 。 

丸 一 个 非 编 码 RNA，Tsiz， 也 定位 在 Xic 区 域 (Lee et al. 1999), 在 Xist 表达 调 
控 中 起 到 关键 作用 。Tsiz 与 Xist 基因 重 春 ， 但 却 反 向 转录 。 因 此 ， 它 的 名 字 Tsiz， 是 
Xist 的 反 回 拼写 。 


| 


| sae 3. X 染色 体 失 活 的 起 始 


3.1 XX 染色 体 的 印记 失 活 和 随机 失 活 


决定 XX 染色 体 失 活 和 需要 密切 的 调控 。 雄 性 细胞 必须 避免 其 唯一 的 义 染 色 体 沉默 ， 
峻 性 细胞 也 需要 避免 两 条 X 染色 体 都 失 活 或 都 活化 。 已 经 证 明 ， 有 两 种 不 同 的 调控 模 
式 。X 染色 体 失 活 印记 模式 沉默 来 源 于 父 本 X 染色 体 。 而 在 染色 体 失 活 随机 模式 中 ， 
来 源 于 父 本 和 母 本 的 X 染色 体 失 活 几率 是 相同 的 。 后 兽 亚 纲 的 哺乳 动物 (metatherian 
mammals) ， 即 袋 类 动物 (marsupials) 仅 有 印记 失 活 模式 。 真 哺乳 亚 纲 (Eutherian), 
即 有 胎盘 的 《〈placental) 的 哺乳 动物 ， 某 些 情况 下 ， 在 胚胎 外 细胞 系 中 采用 印记 失 活 模 
A; 在 胚胎 内 用 随机 失 活 模式 (图 17-2) 。 一 些 迹象 表明 人 类 仅 具 有 XXX 染色 体 失 活 随机 
模式 ， 但 这 一 点 仍 有 待 确定 。 


3.2 义 染色 体 印记 失 活 的 调控 


父 本 义 染色 体 的 印记 失 活 是 首先 在 袋 类 动物 中 发 现 的 (Sharman 1971)。 后 来 ， 
Takagi 和 Sasaki (1975) EBA XX 染色 体 的 印记 失 活 在 小 鼠 胚 胎 外 滋养 叶 外 胚层 (TE) 
和 原始 内 胚层 (PE 细胞 系 中 存在 。 双 亲 来 源 的 染色 体 区 域 控 制 它们 的 地 位 ， 即 不 管 
出 现 多 少 染色 体 或 染色 体 组 ， 其 父 本 而 不 是 母 本 的 X 染色 体 失 活 。 当 然 ， 在 有 XY 两 
条 染色 体 的 雄性 中 ， 一 条 和 染色 体 总 是 来 源 于 母 本 。 因 此 它 在 发 生 印 记 的 组 织 中 是 不 
失 活 的 。 

那么 印记 的 本 质 是 什么 呢 ? 调节 和 染色 体 顺 式 失 活 的 Xist 基因 研究 表明 ， 在 小 鼠 
胚胎 中 ， 存 在 抑制 Xm 等 位 基因 的 印记 (图 17-4) 。 这 个 印记 阻止 Xist 的 表达 ， 保 持 X 
染色 体 的 活性 。 核 移植 实验 证 明 ， 在 卵 母 细胞 成 熟 过 程 中 ，Xist 抑制 印记 已 经 建立 
(Tada et al. 2000)。 该 印记 的 分 子 基础 还 不 清楚 ， 不 过 与 许多 其 他 的 印记 基因 不 同 ， 
Xist 印记 不 需要 DNA 甲 基 化 〈 详 见 第 19 章 )。 

受精 卵 中 Xp 优先 失 活 的 一 种 理论 是 XX 和 YY 两 条 共 价 染色 体 的 逐渐 沉默 在 雄性 减 
数 分 裂 的 粗 线 期 已 经 完成 ( 减 数 分 裂 的 性 染色 体 失 活 ，meiotic sex chromosome inacti- 
vation, MSCI) (Huynh and Lee 2003)。 最 近 的 研究 反对 这 种 观点 : 第 一 ， 已 经 证 明 
MSCI 有 一 个 独立 于 Xist 的 机 制 ， 它 通过 粗 线 期 性 染色 体 和 常 染 色 体 上 不 配对 染色 体 
区 域 的 而 开启 (Turner et al. 2005 及 其 参考 文献 ) 。 第 二 ， 早 期 受精 卵 中 一 些 X 染色 
体 连 锁 基因 表达 分 析 显 示 ， 在 受精 卵 Xp 中 Xist 的 表达 下 ，Xp 的 沉默 重新 发 生 。 
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在 受精 卵 基 因 激 活 的 起 始 ， 父 本 Xist 开始 表达 。 这 表明 Xp 中 Xist 等 位 基因 是 平 
RKR (E 17-4)。 然 而 ， 在 雄性 体 细 胞 组 织 中 Xist 的 表达 被 抑制 ， 这 就 使 雄性 的 生 
殖 细 胞 必须 以 一 定 的 方式 重 塑 Xisi 的 基因 座 。 与 此 一 致 的 是 ， 在 精子 发 生 过 程 中 Xist 
的 启动 子 有 一 个 特定 区 域 的 CpG 位 点 去 甲 基 化 (Norris et al. 1994). Wi PFE X% 
色 体 的 非 整 倍 体形 式 ， 在 早期 发 育 过 程 中 ， 父 本 的 印记 控制 Xist 的 表达 ， 引 起 X 染色 
体 不 正确 的 失 活 形式 。 这 种 现象 也 发 生 在 雄性 单 性 生殖 或 孤 肉 生殖 的 胚胎 中 ， 这 些 胚胎 
的 两 条 染色 体 都 来 源 于 父 本 或 母 本 。 尽 管 这 不 利于 胚胎 的 存活 ， 但 有 些 肛 胎 仍 能 存活 。 
显然 ，X 染色 体 不 当 失 活 的 纠正 确保 了 在 所 有 细胞 中 都 有 单条 激活 的 X 染色 体 。 这 被 
认为 存在 一 种 超越 印记 失 活 的 机 制 ， 该 机 制 在 正常 状态 下 调控 X 染色 体 的 随机 失 活 。 


1 细胞 期 2 细胞 期 4 细胞 期 8 细胞 期 又 芍 压 i MEEN ELE; 







0» @@ « 





印记 的 活化 的 随机 的 。” 、、 


Xist: i 一 [Xp he x | xp a | xp ae ] 
ist: | Xm Xm 


图 17-4 ”早期 发 育 中 Xis 基因 的 调控 
这 个 图 展示 在 早期 XX 小 鼠 胚 胎 中 ， 印 记 和 随机 Xis 调控 的 现 有 认识 和 模型 。Xm Xis 等 位 基因 随 受 精 卵 带 来 
一 个 抑制 的 标记 ， 可 能 通过 反 义 的 Tsiz 基因 座 介 导 CAE). E 2 细胞 阶段 胚胎 基因 活化 时 ，Xp 等 位 基因 准备 
活化 和 表达 。 从 2 AG BSI, Xp Xist 在 所 有 细胞 中 表达 (白色 和 矩形 和 5 端的 箭头 )。 这 种 表达 模式 
维持 在 早期 胚 泡 期 和 后 来 的 TE、PE 细胞 中 以 及 它们 完全 分 化 衍生 的 组 织 。 在 胚 泡 期 后 期 的 ICM 中 ，Xist 的 表 
达 消 失 ， 可 能 有 ICM 特异 的 抑制 因子 〈 蓝 色 的 三 角形 )。 然 后 ， 在 原 肠 胚 形成 后 ，Xis 开始 表达 。 屏 项 因子 
(CHEKE) 确保 Xit 的 表达 不 在 两 个 等 位 基因 中 的 一 条 发 生 〈 计 数 ) 。 























Tsiz 基因 是 Xist 基因 的 反 义 调控 子 ， 它 是 入 染色体 印记 失 活 所 必需 的 。 当 父 本 或 
AAS AEN, RRR Tsiz 的 主要 启动 子 可 导致 胚胎 早期 致死 (Lee 2000) 。 致 死 是 由 
于 Xm 中 Xist 基因 的 不 适当 表达 ， 即 XmY 和 XmXp 在 胚胎 中 保留 激活 的 失败 。 现 在 ， 
对 于 Xist RNA 的 表达 就 是 最 初 的 印记 或 是 后 来 起 维持 印记 的 功能 仍 不 清楚 。 


3.3 X 染 色 体 的 随机 失 活 的 调控 一 一 计数 


在 染色体 随机 失 活 的 模型 中 ， 细 胞 利用 ”一 1 的 原则 ， 使 每 个 二 倍 染 色 体 组 中 除 
一 条 义 染 色 体 外 的 所 有 X 染色 体 都 失 活 。 尽 管 受到 一 些 因素 的 影响 ， 但 选择 哪 条 染色 
体 沉默 〈 或 保持 活性 ) 基本 上 是 随机 的 〈 参 考 3.4 部 分 )。X 染色 体 随 机 失 活 中 ， 调 控 
F Xist 受到 严密 的 调控 。 研 究 表明 单个 XX 的 胚胎 干细胞 Cembryonic stem, ES 只 
有 表达 单个 Xist 等 位 基因 时 才 被 分 化 ， 但 是 XY 细胞 从 不 表达 Xist。 

在 非 整 倍 或 多 倍 X 染色 体 的 小 鼠 胚 胎 中 ，X 染色 体 随机 失 活 和 印记 失 活 的 结 采 是 





(b) XX ETE 
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在 未 分 化 的 阶段 ，XX 的 胚胎 干细胞 有 两 条 活化 的 XX 染色体 。 当 细胞 被 诱导 分 化 
时 ， 胚 状 体 的 大 部 分 细胞 都 发 生 X 染色 体 的 随机 失 活 。 相 反 ， 在 分 化 的 XY 胚胎 干 细 
胞 中 并 不 发 生 Xist 的 表达 和 X 染色 体 的 失 活 。 因 此 ， 胚 胎 干细胞 提供 一 个 有 价值 的 模 
式 系统 ， 它 们 可 以 通过 基因 打靶 的 方式 来 人 工 操纵 基因 ， 并 通过 这 种 方法 对 和 染色 体 
失 活 的 不 同 阶段 进行 研究 。 一 个 重要 的 实验 证 明 ， 即 使 在 正在 分 化 的 XY 胚胎 干细胞 
H, WARRI Xist 下 游 65kb 的 片段 可 导致 Xist 等 位 基因 的 表达 〈 因 此 而 失 活 ) (Clerc 
and Avner 1998) 。 这 个 发 现 提 示 我 们 ， 敲 除 的 序列 是 假定 的 屏蔽 因子 结合 所 需要 的 。 
用 更 换 革 位 点 的 战略 ， 敲 除 65kb 内 的 更 小 区 域 来 进一步 描述 这 个 区 域 作 用 的 研究 已 经 
完成 (图 17-6) 。 关 键 元 件 的 确定 和 它们 结合 因子 的 鉴定 是 我 们 未 来 研究 的 主要 目标 。 
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图 17-6 ”染色 体 失 活 中 心 区 域 的 基因 和 调控 元 件 
调控 X 染色 体 失 活 的 关键 区 域 用 绿色 表示 。 侧 面 的 基因 用 灰色 表示 。 箭 头 表示 Xit (正义 ) 基因 和 Tsiz (KR 
义 ) 基因 的 启动 子 。 各 非 编码 RNA 的 延伸 用 绿色 的 虚线 表示 。 调 控 元 件 控制 Tsix, Xite 和 DXPas34 的 表达 ， 
用 黑色 表示 。X 染色 体 选 择 、 计 数 区 域 和 基因 座 在 上 面 表 示 。 


3.4 义 染 色 体 的 随机 失 活 的 调控 一 一 选择 


在 特定 的 条 件 下 ， 两 条 义 染 色 体 随机 失 活 的 概率 可 以 不 同 。 这 可 能 是 最 初 选择 哪 
AX 染色 体 失 活 时 产生 偏差 的 结果 (初期 X 染 色 体 不 随机 失 活 )， 也 可 能 是 对 抑制 维持 
特定 X 染 色 体 活性 的 细胞 选择 的 结果 〈 续 发 的 X 染色 体 不 随机 失 活 ) (图 17-7)。 在 初 
期 久 染 色 体 非 随机 性 失 活 中 ， 这 一 选择 受 一 些 因 素 的 影响 。 如 顺 式 作用 序列 的 差异 ， 
或 杂 合 子 动物 中 影响 特定 X 染色 体 激活 / 失 活 可 能 性 的 突变 。 根 据 Rastan 的 屏蔽 因子 模 
型 ， 这 些 差 异 可 以 通过 改变 屏蔽 因子 与 特定 等 位 基因 结合 的 可 能 性 来 发 挥 它们 的 作用 。 

初期 X 当 色 体 不 随机 失 活 的 例子 是 小 鼠 中 和 染色体 控制 元 件 〈Xce) 。Xce 是 一 个 
典型 的 明确 的 基因 座 ， 已 经 发 现 这 里 不 同 的 等 位 基因 影响 XX 杂 合 子 中 XX 染色 体 被 激活 
的 可 能 (Cattanach and Isaacson，1967) 。 基 因 图 位 克隆 把 Xce 定位 在 紧 靠 Xist 的 下 游 
(图 17-6)， 因 此 正好 在 所 谓 65kb 缺失 后 影响 封闭 因子 结合 的 位 后 。 

小 鼠 中 影响 选择 的 第 二 个 元 件 是 Tsiz 反 义 调控 因子 (Lee and Lu 1999)。 这 被 认 
为 是 Tsis RM RNA SH, T X 染色体 随机 失 活 起 始 前 通过 Xist 基因 座 转 录 (图 
17-6)。 在 义 染 色 体 随 机 失 活 的 XX 细胞 中 ，Tsiz 启动 子 缺 失 的 染色 体 更 易 失 活 。 在 控 
制 Tsiz 表达 水 平 的 增强 子 元 件 (Xist 元 件 ) 突变 的 细胞 中 ， 可 以 观察 到 更 多 细微 的 差 
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(a) 初 始 X 染 色 体 不 随机 失 活 





(b) 继 发 X 染 色 体 不 随机 失 活 


图 17-7 和 X 染 色 体 不 随机 失 活 的 模型 
初始 和 染色 体 不 随机 失 活 指 最 初 X 染 色 体 失 活 的 选择 具有 倾向 。 理 论 上 ， 在 杂 合 的 肉 性 中 两 个 等 位 基因 结合 
屏蔽 因 了 于 有 偏向 的 可 能 性 。 继 发 X 染色 体 不 随机 失 活 的 模型 中 ， 哪 条 染色 体 失 活 的 选择 是 随机 的 ， 但 细胞 的 
选择 导致 两 条 X 染色 体 中 一 条 失 活 的 细胞 逐渐 丢失 。 例 如 ， 在 一 条 染色体 上 有 一 个 缺失 突变 位 点 的 细胞 ， 
会 使 其 他 的 位 点 ， 旋 至 整个 染色 体 范 围 内 的 基因 更 易于 丢失 。 


别 。 尽 管 Tsiz 的 启动 子 所 在 的 区 域 被 定义 为 假定 的 封闭 因子 结合 位 点 ， 但 在 XY 胚胎 
干细胞 中 ， 和 定点 缺失 实验 并 不 能 通过 缺失 来 激活 Xist。 这 就 表示 基因 座 并 不 相同 ， 但 
RA Tsiz 启动 子 区域 可 保持 封闭 因子 结合 位 点 的 完整 性 。 

在 义 染 色 体 随机 失 活 起 始 前 ，Xzst 的 转录 伴随 着 Tsiz 的 低 水 平 转录 ， 这 表示 双 链 
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RNA (Tsix : Xist RE) 可 以 介 导 选择 作用 。 与 此 一 致 的 是 ， 通 过 Xist 的 启动 子 增加 
正义 链 的 转录 水 平 可 挽救 Tsiz 的 抑制 作用 ， 使 XX 杂 合 子 细胞 中 X 染色 体 的 等 位 基因 
更 不 容易 被 激活 (Nesterova et al. 2003) 。 总 之 ， 在 提 到 所 有 已 知 影响 X 染色 体 随 机 失 
活 和 印记 失 活 的 不 同 Xic 元 件 ， 经 常 强调 它们 在 影响 计算 和 选择 方面 的 功能 ， 这 在 图 
17-6 中 显示 。 


3.5 早期 胚胎 基因 失 活 的 转换 模式 


小 鼠 早期 胚胎 是 如 何 实现 从 印记 调控 模式 到 随机 调控 模式 的 转换 过 程 的 ? 直到 最 近 
认为 这 两 种 模式 中 X 染色 体 失 活 的 起 始 与 细胞 分 化 相关 (Monk and Harper 1979), Al 
此 ， 人 们 认为 滋养 外 胚层 (trophectoderm) 和 原始 内 胚层 (primitive endoderm) 细胞 
系 中 Xp 的 失 活 是 为 了 适应 胚 泡 期 第 一 次 分 化 时 Xis 上 父 本 的 印记 。 然 而 ， 产 生 完整 胚 
胎 的 ICM 细胞 ， 认 为 第 一 次 消除 Xis 印记 ， 在 原 肠 胚 形 成 期 分 化 成 三 种 生殖 细胞 系 时 
经 历 了 染色 体 的 随机 失 活 。 但 更 近 的 数据 说 明 在 包括 ICM 前 体 细胞 的 所 有 细胞 中 ， 
Xp 的 失 活 发 生 在 胚胎 卵 裂 期 细胞 分 化 之 前 (Mak et al. 2004; Okamoto et al. 2004), 
滋养 外 胚层 (trophectoderm) 和 原始 内 胚层 (primitive endodermt) 细胞 系 中 X 染色 体 
的 印记 失 活 是 胚胎 卵 裂 早期 发 生 的 X 染色 体 失 活 模式 的 残留 。 因 此 ，ICM 细胞 必须 局 
动 一 个 程序 来 逆转 Xp 印记 失 活 开始 的 波动 ， 也 为 随后 X 染色 体 的 随机 失 活 提供 条 件 

(图 17-4)。 失 活 的 Xp 再 激活 的 基础 仍 不 清楚 ， 但 这 个 过 程 可 能 涉及 ICM 特异 性 的 抑 
制 Xp 中 Xist 表达 的 程序 〈 见 第 5 章 )。 


4 失 活 状态 的 增殖 和 维持 


4. 1 Xist RNA、 基 因 沉 默 和 和 异 染色 质 组 装 


Xis 基因 到 底 什么 作用 ? 有 力 的 证 据 证 明 Xist 基因 和 其 RNA 产物 是 顺 式 启动 X 
染色 体 失 活 的 开关 ， 也 是 沉默 沿 着 染色 体 延伸 的 手段 。 有 证 据 表 明 @Xist 只 从 Xi 中 表 
达 ; 名 在 植 人 前 胚胎 义 染 色 体 失 活 时 ，Xist 的 RNA 水 平 迅速 增加 ; @Xise 的 表达 水 
平 在 义 染 色 体 失 活 前 上 调 ， 可 能 是 其 发 生 所 完全 必须 ; @Xist 的 RNA 与 Xi 共 定 位 在 
闻 期 核 内 ， 并 沿 着 中 期 的 两 条 染色 体 中 的 一 条 分 布 〈 参 考 图 17-3); @ 插 入 在 常 染色 体 
中 含有 Xis 的 转基因 至 少 可 诱导 部 分 失 活 染色 体 的 特性 。 过 表达 致使 常 染色 体 顺 式 包 
装 成 异 染色 质 样 的 转录 沉默 染色 体 结构 (Heard et al. 1999 及 其 参考 文献 )。 这 个 发 现 
说 明 Xist 的 RNA 对 启动 异 染 色 质 的 形成 和 转录 沉默 是 必要 而 充分 的 。 然 而 ，X 染色 体 
失 活 状态 的 维持 不 需要 Xist 的 持续 表达 。 例 如 ， 在 人 类 和 嘴 齿 类 Crodent) 体 细 胞 混 
合 物 中 ，Xist 在 人 类 失 活 X 染 色 体 中 表达 丢失 ， 但 却 保留 在 路 齿 类 ， 用 来 维持 X 染色 
体 连锁 基因 的 沉默 (Brown and Willard 1994) 。 这 个 问题 将 在 第 5 节 中 进一步 讨论 。 

但 必须 注意 的 是 ，Xis 的 RNA 和 X 染 色 体 失 活 的 关系 是 选择 性 的 。 并 没有 发 现 他 
们 沿 着 被 持续 激活 的 常 染 色 质 PAR 以 及 组 成 性 〈 着 丝 粒 ) 异 染色 质 。 此 外 ， 中 期 染色 
体 的 分 析 显 示 有 个 带 状 的 区 域 与 基因 丰富 的 G 亮 带 相关 (图 17-3) (Duthie et 
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al. 1999) ， 这 个 现象 表明 Xise 的 RNA {ALE AIRE RR (4.5 节 将 进一步 讨 
$). 

Xist 的 RNA 引起 染色 质 结构 改变 的 详细 机 制 以 及 引起 相关 基因 沉默 的 详细 信息 现 
在 仍 不 清楚 。Xist RNA 分 子 的 不 同 区 域 以 及 沿 着 X 染色 体 分 布 并 负责 不 同 基因 的 沉 
默 。 在 小 鼠 胚 胎 干细胞 诱导 Xist 表达 的 实验 中 ， 可 以 检测 特定 缺失 后 Xist 分 子 所 具有 
的 功能 ， 实 验 表 明 ， 沉 默 是 由 于 分 子 5 端 保守 的 重复 序列 引起 ， 同 时 ， 染 色 体 包 训 是 
由 散在 分 布 于 这 个 分 子 其 余 区 域 的 序列 所 介 导 的 。 


4.2 和 失 活 X 染 色 体 的 异 染 色 质 结构 


从 最 早 使 用 光学 显微镜 研究 开始 ， 人 们 已 经 认识 到 义 染 色 体 失 活 和 异 染 色 质 有 些 
共同 的 性 质 。 如 组 成 型 异 染色 质 在 着 丝 粒 及 其 周围 时 ，Xi 仍然 可 见 ， 它 在 整个 分 裂 间 
HHR GIERMEK) 并 且 其 DNA 在 S 期 后 复制 。 因 此 认为 Xi 包括 功能 型 异 染 
色 质 。 然 而 ， 组 成 型 异 染色 质 DNA 中 有 含量 丰富 的 、 特 异 的 卫星 重复 序列 ， 至 少 负 责 
它们 部 分 功能 。 尽 管 这 些 特异 的 重复 元 件 有 些 精细 的 差别 在 失 活 过 程 中 起 一 定 的 作用 ， 
但 X 染 色 体 的 重复 DNA 并 不 十 分 丰富 (参考 4.5 节 )。 另 外 ， 失 活 X 染色 体 通常 被 描 
WA “BER”, E Xa 和 Xi 染色 体 上 标记 X 染色 体 特异 性 探 针 、 显 微 镜 精 细 分 析 和 三 维 
重 构 的 结果 显示 ， 其 差别 不 仅仅 在 它们 的 形状 上 ， 而 且 在 单位 体积 中 染色 体 的 数量 也 不 
间 (Eils et al. 1996), | 

通过 间接 的 免疫 荧光 显微镜 对 组 蛋白 修饰 的 分 布 和 中 期 染色 体 和 间 期 核 差 别 的 研 
究 ， 对 Xi 和 组 成 性 异 染色 质 做 进一步 对 比 。 在 人 类 和 小 鼠 的 细胞 中 ， 失 活 XX 染色体 的 
功能 性 异 染 色 质 中 组 蛋白 H4 的 乙酰 化 消失 (Jeppesen and Turner 1993)， 通 过 这 种 方 
式 来 重新 组 装 组 成 型 异 染色 质 和 着 丝 粒 异 染色 质 。 这 是 首次 证 明 失 活 的 义 染色 体 有 被 
标记 的 特异 的 组 蛋白 修饰 。 接 下 来 的 实验 是 证 明 许 多 实验 室 观 察 到 的 现象 ， 并 进一步 研 
究 在 间 期 和 中 期 细胞 中 ， 组 成 型 异 染 色 质 和 功能 型 异 染 色 质 中 所 有 四 种 核心 组 蛋白 
CH2A, H2B, H3 和 H4) 的 乙酰 化 形式 (O’ Neill et al. 2003; 及 其 参考 文献 ) 。 值 得 
注意 的 是 ， 在 着 丝 粒 异 染色 质 和 Xi 中 ， 在 H3K4 上 存在 的 双 甲 基 化 和 三 甲 基 化 缺失 。 
像 乙酰 化 一 样 ， 这 通常 被 认为 是 转录 激活 或 潜在 激活 的 标记 。 

当 考 虑 到 这 个 标记 的 存在 与 转录 沉默 相关 ， 但 消失 却 与 转录 激活 不 相关 时 ， 这 种 情 
况 变 得 更 加 复杂 。 例 如 ，H3K9 的 双 甲 基 化 和 三 甲 基 化 通常 是 转录 沉默 基因 的 标记 ， 菊 
光 显 微 镜 观察 时 ， 经 常 发 现 它 在 着 丝 粒 异 染色 质 中 富 集 (Lachner et al. 2003). 但 由 于 
技术 和 生物 学 的 原因 ， 它 们 在 Xi 中 富 集 的 原因 仍 不 清楚 。 因 此 ， 应 进一步 提高 抗体 特 
异性 免疫 荧光 数据 的 重要 性 。 例 如 ，H3K9 和 K27 中 均 有 部 分 ARKS 四 肽 ， 两 种 抗体 
可 能 起 交叉 反应 。 这 种 交叉 反应 必须 完全 排除 结果 才能 有 效 地 说 明 问题 。 另 外 ， 使 用 的 
抗原 和 免疫 过 程 均 影 响 抗体 的 特异 性 。 例 如 ， 由 交 联 肽 产生 的 抗 H3K9me3 的 抗 血清 在 
异 当 色 质 区 域 中 比 在 常 染 色 质 中 组 蛋白 的 修饰 更 稳定 (Maison et al. 2002)。 用 这 种 方 
式 产生 的 抗 血清 是 研究 异 染 色 质 非常 有 用 ， 但 不 是 定量 比较 异 染色 质 和 常 染 色 质 理想 的 
手段 。 最 终 ， 间 期 的 免疫 荧光 增强 染色 ， 仅 能 得 到 蜡染 色 质 中 高 度 致密 的 核 体 结果 
(Perche et al. 2000), 
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在 培养 的 人 类 细胞 中 ， 可 以 通过 仔细 分 析 沿 着 Xi 组 和 蛋白 修饰 的 分 布 ， 进 一 步 观 察 
到 这 个 系统 的 复杂 性 ‘(Chadwick and Willard 2004), H3K9me3 和 H3K27me3 均 在 特 
EH, PESK., FAX 的 区 域 富 集 。 因 此 ， 不 像 失 去 组 蛋白 的 乙酰 化 ， 丰 富 的 修饰 
是 在 Xi 的 一 个 区 域 ， 但 这 不 是 所 有 Xi 的 性 质 。 有 趣 的 是 ， 在 发 现 H3K27me3 富 集 的 
区 域 同样 发 现 Xis RNA 和 不 同 macroH2Al. 2 的 富 集 (Constanzi and Pehrson 1998), 
macroH2Al. 2 和 Xi 的 关系 以 及 它 在 失 活 过 程 中 的 作用 将 在 4.4 节 中 继续 讨论 。 HA, 
Xi 中 H3K9me3 富 集 的 这 些 区 域 异 染色 质 蛋 白 HP1 CAS ete H3K9 相 结 
和 H4K20me3 〈 与 着 丝 粒 异 染色 质 相 关联 的 一 个 标志 ) 的 表达 水 平 升 高 。 重要 的 是 
间 期 细胞 巴 氏 小 体 的 免疫 染色 显示 相同 的 共 染 模式 ， 这 说 明 不 同 的 区 域 是 通过 细胞 周期 
来 维持 的 。 组 蛋白 修饰 、 组 蛋白 变 体 、 非 组 蛋白 质 和 Xist RNA 共同 出 现 并 相互 作用 形 
成 染色 质 ， 这 些 染 色 质 具 转 录 沉 默 的 特性 ， 在 S 后 期 复制 ， 以 “凝聚 ”的 形式 出 现 ， 并 
可 能 定位 在 核 中 ， 这 些 都 是 Xi 的 性 质 。 但 是 ，Xi 中 特定 染色 体 区 域 确切 的 功能 意义 仍 
然 在 被 研究 。 一 个 重要 的 、 也 是 让 人 迷惑 的 现象 是 ， 从 一 种 人 类 细胞 中 到 另 一 类 人 类 细 
胞 中 观察 到 的 区 域 出 现 的 频率 有 很 大 的 差别 (Chadwick and Willard 2004) 。 这 仅仅 可 
证 明 在 X 染色 体 失 活 系 统 中 已 知 的 重复 〈 如 早期 发 现在 成 熟 的 细胞 中 ， 即 使 Xist RNA 
缺失 后 沉默 仍 能 维持 ) ， 但 也 让 我 们 注意 到 ， 在 培养 的 细胞 系 ， 尤 其 是 免疫 细胞 系 中 发 
生 的 情况 并 不 能 完全 正确 地 反映 原 代 组 织 (primary tissues) 中 发 生 的 情况 ， 也 当然 不 
是 发 育 的 早期 发 生 的 情况 。 

组 蛋白 修饰 与 常 染 色 质 、 组 成 性 异 染 色 质 和 功能 性 异 染 色 质 的 关系 总 结 在 表 17-1 
中 。 至 今 为 止 ， 仅 仅 在 Xi PEM H3K27 的 甲 基 化 ， 组 蛋白 H2A K119 的 泛 素 化 的 富 
集 ， 但 没有 在 组 成 型 异 染 色 质 中 发 现 (Plath et al. 2003; Silva et al. 2003; de Napoles 
et al. 2004; Smith et al. 2004). 


3217-1 组 成 型 和 功能 型 异 染色 质 组 蛋白 修饰 的 特性 
数量 (相对 于 常 染色 质 ) 





组 蛋白 修饰 一 -一 一 一 一 一 
组 成 型 异 染色 质 ( 中 心 的 ?? 功能 型 异 染色 质 (X 染色 质 失 活 ) 
H2A,H2B, H3,H4 乙酰 化 * 一 

H2A K119 素 化 ~ + 
H3 K4 双 / 三 甲 基 化 一 一 
H3 K9 双 / 三 甲 基 化 十 axb 
H3 K27 双 / 三 甲 基 化 ~ 十 
H4 K20 三 甲 基 化 十 ae 

注 ; 表 中 指出 ,相对 于 常 染 色 质 ,组 成 性 异 染 色 质 和 功能 性 异 染 色 质 中 ,组 蛋白 修饰 被 加 强 ( 十 ) 或 减少 (一 )。 过 表 


示 与 常 染 色 质 相 比 ,修饰 水 平 没有 检测 到 差异 。(me) 甲 基 化 。 
a 用 于 乙酰 化 的 赖 氮 酸 。b 在 局 部 “热点 (hot spot)” 富 集 ,但 不 是 全 部 的 。c 在 一 些 类 型 细胞 中 短暂 富 集 
ER 17-1 中 列 出 的 所 有 的 修饰 ， 都 与 失 活 X 染色 体 的 整个 异 染 色 质 形成 过 程 相关 ， 
这 已 经 通过 间 期 细胞 中 期 染色 体 或 巴 氏 小 体 的 免疫 荧光 分 析 被 识别 。 但 是 组 蛋白 修饰 位 
置 的 改变 可 能 也 在 X 染色 体 失 活 不 同 阶段 起 着 重要 作用 。 这 种 变化 可 以 通过 高 分 辨 率 
的 显微镜 识别 ， 也 可 以 通过 Xic 关键 区 域 里 或 连接 处 染色 体 免疫 共 沉 淀 (ChIP〉 定 位 
修饰 的 方法 第 10 章 ) 来 识别 。 例 如 ， 在 未 分 化 的 胚胎 干细胞 中 ，Xist 基因 5 端 延伸 


表 观 遗传 学 


的 一 大 段 超 过 340kb 的 区 域 具有 H3K9 高 甲 基 化 的 性 质 。 这 个 高 甲 基 化 的 状态 在 细胞 
分 化 和 XX 染色 体 失 活 过 程 中 消失 (Heard et al. 2001)。 在 帷 性 的 胚胎 干细胞 中 ， 同 样 的 
区 域 H3K27 的 甲 基 化 水 平 也 很 高 (Rougeulle et al. 2004), 并 且 在 这 些 区 域内 H3 和 
H4 位 点 的 乙酰 化 水 平 也 很 高 CO’ Neill et al. 1999) 。 下 一 步 研究 将 揭示 Xic 区 域 中 什 Zs 
程度 的 组 蛋白 修饰 可 启动 早期 X 染色 体 失 活 过 程 ， 或 下 游 染色 体重 塑 过 程 元 件 的 表达 
(可 能 有 必要 ) 。 

”组 成 型 着 丝 粒 蜡染 色 质 中 DNA 甲 基 化 状态 富 集 ， 主 要 发 生 在 CpG — 二 聚 体 中 5 A 
基 胞 喀 喧 〈 见 第 18 章 )。 这 与 它 的 低 转录 活性 相 一 致 。 令 人 吃惊 的 是 在 Xi 中 CpG 的 甲 
基 化 整体 上 没有 明显 地 高 于 其 他 的 基因 组 。 但 是 ， 与 沉默 基因 相关 的 特异 的 CpG 岛 高 
甲 基 化 。 实 验证 据说 明 DNA 甲 基 化 对 维持 失 活 状态 起 着 重要 的 作用 。 因 此 ， 小 鼠 缺 少 
能 甲 基 化 以 前 未 修饰 CpG 岛 的 酶 (从 涉 甲 基 化 酶 ，Dnmta 和 Dnmtb)， 或 缺少 能 维持 
之 前 修饰 残 基 的 修饰 状态 的 酶 (维持 印 基 化 酶 ，Dnmti)， 均 可 以 正常 的 方式 启动 或 维 
持 X 染色 体 的 随机 失 活 过 程 (Sado et al. 2000 2004)。Xi 上 的 基因 在 Xi 低 甲 基 化 的 突 
变 小 鼠 中 ， 比 在 野生 型 正常 甲 基 化 水 平 的 小 鼠 中 更 容易 被 再 激活 (Sado et al. 2000) 。 
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迄今 为 止 ， 还 不 清楚 这 些 在 X PAK XD 过 程 中 负责 核心 组 蛋白 去 乙酰 化 
的 酶 和 负责 H3K4 去 甲 基 化 的 酶 。 因 为 去 乙醚 化 酶 抑制 剂 曲 古 菌 素 A (trichostatin A, 
TSA) 可 以 阻止 乙酰 化 水 平 ， 至 少 可 推迟 乙酰 化 过 程 的 发 生 。 正 在 分 化 的 肉 性 ES 细胞 
中 可 出 现 去 乙酰 化 的 X 染色 体 ， 因 此 可 以 认为 DHDAC 也 参与 这 个 过 程 (O’ Neill et 
al. 1999) 。 但 我 们 还 不 清楚 这 11 种 工 型 和 荆 型 DHDAC 中 哪 种 最 负责 这 个 过 程 〈 焉 型 
DHDAC 不 受 TSA 的 抑制 ) 。 我 们 也 不 知道 负责 把 H3K4 甲 基 化 去 除 的 机 制 。 能 把 单 甲 
基 化 和 双 甲 基 化 的 H3K4 去 甲 基 化 的 酶 现在 已 经 被 找到 ， 去 三 甲 基 化 H3K4 的 酶 仍 在 
寻找 。 现 在 ， 我 们 还 不 能 通过 组 蛋白 替换 或 被 动 地 通过 DNA 复制 来 把 H3K4 甲 基 化 和 
组 蛋白 去 乙酰 化 从 Xi PAR. 

现在 我 们 已 经 知道 了 很 多 负责 特定 位 点 组 蛋白 修饰 的 酶 ，Ezh2/Enxl 负责 H3K27 
HPE, CERE PcG HAE (2) WAWD. ED 是 一 种 组 蛋白 甲 基 化 酶 Chis- 
tone methyltransferase,; HKMT), ， 在 PRC2 PcG 复合 物 中 起 作用 〈 匈 第 11 章 )。 在 ES 
细胞 分 化 过 程 中 ，PRC2 招募 Xi 与 H3K27 甲 基 化 的 动力 学 相同 。PcG 蛋白 也 参与 Xi 
中 H2A K119 的 泛 素 化 。 尤 其 是 Ring1A/RinglB 和 蛋白， 他 们 是 PRC1 /PcG 复合 物 的 核 
心 组 成 成 分 ， 和 E3 连接 酶 一 样 ， 负 责 H2A HERE. Zc A XR RinglA 和 RinglB 可 
使 Xi 上 和 基因 组 中 H2A MI RILER., 


4.4 ES 细胞 作为 模式 系统 研究 导致 XX 染色 体 失 活 的 有 序 过 程 


/\ BLE) ES 细胞 为 研究 X 染色 体 失 活 的 动力 学 提供 了 宝贵 的 模式 系统 。 分 化 1~2 
天 后 的 大 部 分 细胞 中 可 监测 到 Xisi 的 RNA 水 平和 对 一 条 染色 体 的 包 训 程度 的 增加 。 有 
证 据 表 明 转 录 水 平和 转录 后 水 平 的 调控 均 使 Xist EGA (Panning et al. 1997; Shear- 
down et al. 1997; Rougeulle et al. 2004) 。 然 而 ，Xist 是 从 未 分 化 肉 性 ES 细胞 中 的 两 
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条 和 染色体 和 雄性 ES 细胞 中 的 一 条 染色 体 转录 而 来 ， 但 其 RNA 产物 迅速 降解 ， 仅 能 
检测 到 靠近 Xise 基因 座 的 一 小 部 分 。 有 证 据 表明 ， 在 分 化 过 程 中 内 性 两 条 X 染色 体 的 
一 条 上 的 Xist RNA 是 稳定 的 (Panning et al. 1997; Sheardown et al. 1997) 选择 RNA 
稳定 步骤 的 基础 机 制 仍 不 清楚 ， 因 为 这 有 助 于 整体 增加 Xist RNA 水 平和 染色 体 顺 式 包 
Be RES 

已 经 发 现在 正在 分 化 的 XX ES 细胞 中 ,一些 久 染色体 失 活 步骤 与 Xist RNA 的 开 
始 积累 同时 发 生 。 这 诱导 招募 PcG 蛋白 ， 并 与 H3K27 甲 基 化 、H2A 的 单 泛 素 化 、 
H3K9 的 去 乙酰 化 、H3K4 甲 基 化 的 丢失 相关 (Heard et al. 2001; Silva et al. 2003; de 
Napoles et al. 2004; Rougeulle et al. 2004)。 整 个 组 蛋白 的 去 乙醚 化 是 相对 较 晚 的 事件 ， 
CREEKS MA 3 一 5 天 时 ， 可 能 参与 失 活 状态 的 维持 或 稳定 ， 而 不 是 起 始 (Keo- 
hane et al. 1996) 。 这 也 解释 了 个 别 经 历 失 活 的 基因 乙酰 化 的 形式 在 启动 子 上 ， 这 些 可 
通过 整个 染色 体 或 大 量 区 域 的 免疫 荧光 分 析 测 定 得 出 。 最 初 通过 ChIP 的 研究 说 明 情 况 
确实 如 此 ， 但 还 有 必要 通过 大 量 基 因 的 进一步 实验 CO’ Neill et al. 2003) 。 

变 体 组 蛋白 macroH2A1. 2 在 Xi 的 积累 发 生 在 XX ES 细胞 分 化 的 较 晚 期 (Mer- 
moud et al. 1999)。 这 种 变 体 组 蛋白 整个 分 子 在 C 端 尾 巴 上 有 超过 200 个 多 余 的 氨基 酸 
和 一 些 被 置换 的 氨基 酸 。 有 趣 的 是 ， 体 细胞 中 Xist RNA 的 表达 需要 macroH2A 保留 在 
Xi 上 ， 但 在 早期 分 化 阶段 Xi 并 足以 不 招 幕 macroH2A (Mermoud et al. 1999; Wutz et 
al. 2002), 

在 ES 细胞 中 ， 在 Xi 上 选择 DNA 甲 基 化 是 一 个 更 晚 发 生 的 过 程 。 众 所 周知 ， 在 成 
年 细胞 中 的 Xi 上 CpG 高 甲 基 化 ， 但 在 雌性 的 ES 细胞 中 ，CpG 直到 分 化 后 14 一 21 天 
才 被 甲 基 化 (Keohane et al. 1996) ， 这 与 目 身 胚胎 发 育 的 结果 (Lock et al. 1987) 以 及 
DNA 甲 基 化 负责 稳定 和 保持 、 而 不 是 起 始 和 延伸 失 活 状态 是 相 一 致 的 。 

因此 ,在 发 育 过 程 中 ， 具 有 协同 和 精细 调控 功能 的 序列 的 出 现 可 使 Xi 上 染色 体 改 
A (图 17-8)。 值 得 注意 的 是 ， 一 些 这 样 的 改变 ， 如 组 蛋白 去 乙酰 化 和 DNA 甲 基 化 是 
在 细胞 起 始 下 游 分 化 的 各 种 不 同 途 径 后 发 生 的 。 看 起 来 ， 这 个 过 程 负责 X 染色 体 失 活 
的 过 程 独立 于 其 他 细胞 分 化 的 过 程 外 完成 。 但 是 需要 注意 到 ，X 染色 体 随 机 失 活 的 一 些 
方面 只 有 在 细胞 分 化 开始 后 才能 进行 。 例 如 ,在 未 分 化 ES 细胞 中 Xist 转基因 的 表达 启 
动 与 蜡染 色 质 相关 的 一 些 组 蛋白 修饰 过 程 的 发 生 ， 也 是 S 期 后 复制 过 程 的 过 滤 (Wutz 
and Jaenisch 2000), (AR A RWA AKH macroH2A。 只 有 细胞 诱导 分 化 后 ，mac- 
roH2A 和 Xis RNA 才能 在 含有 Xisi 转基因 的 染色 体 上 共和 定位 (Rasmussen et 
al. 2001), macroH2A 与 Xist 包 详 的 染色 体 的 联系 ， 在 于 不 断 产 生 Xist RNA (Csank- 
ovszki et al. 1999) 而 不 需要 转录 沉默 。 因 为 在 沉默 所 需 区 域 突变 的 Xis RNA E, 
然 发 现 Xis RNA BEA (Wutz et al. 2002) 。 因 此 ，X 染色 体 失 活 过 程 可 以 看 做 
是 一 系列 平行 过 程 的 结果 ， 仅 有 一 部 分 是 相互 依赖 的 。 

特有 的 酶 复合 物 和 组 蛋白 修饰 可 能 在 X 染色 体 失 活 过 程 的 特定 阶段 具有 重要 功能 ， 
强调 这 一 点 是 非常 重要 的 ， 但 后 来 ， 可 能 在 DNA 甲 基 化 引起 更 多 恒定 的 沉默 机 制 发 生 
后 ， 也 可 能 变 得 不 太 重 要 。 例 如 ，PRC2 催化 的 H3K27 甲 基 化 是 早期 个 体 发 育 中 XX 染 
色 体 成 功 失 活 所 必需 的 ， 但 似乎 后 来 消失 了 。 


表 观 遗传 学 
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RNA RÆ ZKI ”H2A = Ry 
图 17-8 通过 分 化 Xi 上 不 同 层次 表 观 遗传 沉默 的 积累 
在 发 育 的 胚胎 和 培养 的 ES 细胞 中 ， 与 转录 沉默 相关 的 五 种 不 同 的 表 观 遗传 改变 在 发 育 和 分 
化 的 不 同 阶段 在 失 活 的 和 染色 体 上 的 发 生 不 同 。 在 一 些 类 型 细胞 中 ，H3K27 的 甲 基 化 是 瞬 
时 的 ， 其 仅 在 分 化 的 早期 阶段 被 发 现 ， 在 成 熟 的 细胞 中 不 存在 。 


应 该 强调 ， 在 植 人 前 ， 胚 胎 中 X 染色 体 印记 失 活 完成 的 过 程 中 ， 不 按 次 序 的 事件 
可 能 发 生 。 主 要 是 H3K27me3 富 集 的 甲 基 化 状态 只 有 到 了 16 细胞 期 才 被 检测 到 ， 远 远 
UF Xist 开始 表达 时 (2~4 细胞 期 ) (Mak et al. 2004; Okamoto et al. 2004) 。 这 表明 
需要 特异 的 发 育 调控 辅助 因子 来 招募 PRC2 PcG 复合 物 到 Xi 上， 
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Xic 是 六 染色 体 失 活 过 程 所 必需 的 ， 有 人 认为 沉默 的 蕊 延 是 从 Xic 开始 的 ， 邻 近 的 
基因 比 稍 远 的 基因 沉默 的 早 。 一 种 解释 的 理论 是 Xist RNA 从 合成 位 点 开始 ， 沿 着 染色 
体 逐 渐 的 蔓延 。 这 与 Xisi 转基因 插入 常 染 色 体 中 ， 可 使 常 染色 体 被 Xist RNA FE, 
导致 基因 沉默 和 染色 质 改变 的 实验 结果 是 相 一 - 致 的 。 

失 活 状态 从 Xic 蔓延 的 研究 已 经 扩展 到 自然 发 生 的 和 染色 体 、 第 染色 体 异 位 。 的 
确 ， 这 种 异 位 对 说 明 Xic 的 存在 是 非常 关键 的 (Rastan 1983), 共有 功能 性 异 染 色 质 标 
记 的 染色 质 〈 如 组 蛋白 乙酰 化 的 丢失 、 复 制 晚 和 转录 沉默 ) 已 经 证 明 是 从 Xi 到 混合 染 
色 体 的 常 染 色 体 部 分 蔓延 的 (White et al. 1998; Duthie et al. 1999; Sharp et al. 2002). 
这 就 形成 一 个 重要 的 原则 ， 功 能 性 异 染 色 质 并 不 是 专 指 X 染色 体 ， 这 与 常 染色 体 上 
Xist 转基因 的 结果 是 一 致 的 。 但 在 移 位 和 有 限 的 范围 内 ,沉默 染色 质 沿 着 常 染色 质 辟 
的 万 延 是 不 同 的 。 

有 两 种 模型 可 解释 沉默 只 有 限 地 草 延 至 顺 式 连接 的 常 染 色 体 。 只 常 染 色 体 可 以 耐 受 
RM X REEE Xist RNA 的 起 始 蓝 延 和 相关 基因 的 沉默 多 起 始 蔓延 到 常 染 色 体 是 有 
效 的 ， 但 在 个 体 发 育 过 程 中 不 能 很 好 的 维持 沉默 状态 ， 这 叫做 蔓延 和 退缩 (spread and 
retreat) 。 迄 今 的 证 据 支 持 蔓 延 和 退缩 的 模型 ， 但 这 两 种 模型 并 不 相互 排斥 ， 还 需要 进 
一 此 研究 。 应 该 注意 是 发 生 在 常 当 色 体 上 草 延 沉默 的 细胞 ， 因 为 常 染 色 体 关键 基因 表达 
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的 丢失 ， 可 以 在 早期 发 育 过 程 中 来 选择 抑制 。 

在 一 些 染色 体 上 ， 常 染色 体 转录 的 蔓延 是 不 连续 的 ， 它 跳 过 一 些 特定 的 区 域 ， 
离开 转录 活 贱 区 ， 被 沉默 区 包围 的 常 染色 体 区 和 异 染 色 质 区 (Sharp et al. 2002) 。 组 成 
性 异 染 色 质 蔓延 到 连接 常 染 色 质 的 连接 区 ， 这 些 区 域 在 果 蝇 中 类 似 ， 可 引起 位 置 效应 花 
BE COUAS 5 章 ) 。 这 些 现象 在 以 沉默 的 蓝 延 和 退缩 为 基础 的 早期 细胞 选择 机 制 中 比 在 稳 
定 沉默 的 继续 延伸 时 更 容易 停止。 

有 人 认为 ， 沿 着 X 染色 体 分 布 着 元 件 ， 这 些 元 件 叫 做 “站 点 (way station)”, ff 
责 异 染色 质 的 组 装 位 点 ， 因 此 可 增强 失 活 X 染色 体 的 蔓延 和 维持 (Gartler and Riggs 
1983)。 这 些 元 件 必须 不 普遍 ， 也 不 是 有 规则 地 分 布 在 常 染 色 体 上 。 有 人 认为 有 一 个 通 
常 弥散 分 布 的 重复 序列 家 族 ， 散 布 的 长 重复 序列 (long interspersed repeat, LINE) 是 
这 些 “ 站 点 ”元 件 好 的 候选 者 (Lyon 1998 2003)。 这 些 重复 序列 在 人 和 小 鼠 的 基因 组 
中 相同 ， 在 六 染色 体 的 分 布 尤为 广泛 。 此 外 ，LINE 元 件 都 在 人 和 小 鼠 的 基因 组 中 聚集 
浓 盎 、 基 因 较 少 的 G 带 区 ， 这 说 明 它 们 可 能 在 某 种 程度 上 青睐 转录 沉默 相关 的 染色 体 
FOR. BIT, AK X REEE DNA 的 测序 已 经 完成 ， 揭 示 了 广泛 认为 是 “站 点 ”的 
LINE 元 件 的 分 布 ,但 LINE 元 件 的 真正 角色 还 未 证 明 。 


4.6 X 染 色 质 逃避 失 活 


以 前 讨论 过 ， 一 些 基因 逃避 失 活 。 就 机 制 而 言 ，X 染色 体 失 活 的 逃避 是 由 于 连接 在 
这 些 基 因 上 的 “站 点 ”很 少 , 或 是 由 于 阻碍 Xis RNA 或 其 他 沉默 成 分 蓝 延 的 边界 元 件 
的 出 现 。 有 证 据 表 明 ， 在 早期 发 育 中 ， 逃 避 失 活 的 基因 至 少 在 某 种 程度 上 是 沉默 的 。 例 
如 ， 小 鼠 中 Smcz 基因 可 通过 改变 发 育 阶段 和 组 织 类 型 来 逃避 沉默 (Sheardown et 
al. 1996) 。 因 此 ，X 染色体 上 沉默 常 染 色 体 基因 或 异 位 的 背景 下 ， 这 与 前 面 所 讨论 的 葛 
延 和 退缩 理论 是 一 致 的 。 


4.7 人 绕 类 了 哺乳 动物 中 的 六 染色 体 失 活 


AFLE] (Eutherian) 的 哺乳 动物 与 袋 类 (Marsupial) 哺乳 动物 的 分 化 是 在 大 
约 1 3 亿 年 前 。 和 真 哺乳 亚 岗 动物 一 样 ， 袋 类 动物 也 是 XY EE) 和 XX EE) 的 
性 别 决定 系统 ， 采用 肉 性 两 条 X 染色 体 中 一 条 失 活 的 剂量 补偿 机 制 。 正 如 前 面 提 到 的 ， 
袋 类 动物 失 活 的 X 染色 体 总 是 父 本 来 源 的 染色 体 (Xp)。 与 真 哺乳 亚 纲 动物 差别 的 进 一 
步 对 比 ， 在 不 同 组 织 中 ， 个体 基 因 座 的 沉默 程度 不 同 。 也 有 些 证 据 证 明 ， 随 着 发 育 和 个 
体 发 生 ， 沉 默 的 易 变 性 程度 增加 。 这 是 真 哺乳 亚 纲 动物 中 常 染 色 质 基因 座 沉 默 的 蔓延 和 
退却 模型 的 又 一 上 暗示。 有趣 的 是 ，X 染色 体 上 LINE 元 件 的 富 集 是 在 真 哺乳 亚 纲 动物 和 
后 兽 亚 网 动物 分 化 时 才 开 始 发 生 的 ， 因 此 ， 袋 类 动物 X 染色 体 上 沉默 的 易 变性 也 可 能 
与 “站 点 ”的 观点 有 关 。 此 外 ， 往 类 动物 中 CpG 岛 中 甲 基 化 的 缺少 与 X 连锁 基因 的 关 
系 加 起 来 有 助 于 Xi 的 不 稳定 性 。 

现在 ， 对 袋 类 动物 中 染色体 失 活 的 分 子 机 制 了 解 很 少 ， 也 没有 找到 XIST ER 
类 动物 中 的 同 源 物 。 当 然 ， 虽然 现在 没有 发 现 ， 但 XIST 同 源 物 不 存在 并 不 能 排除 能 
够 起 始 X 染色 体 失 活 的 RNA 同 源 物 的 不 存在 。 在 真 哺乳 亚 纲 动物 和 和 袋 类 动物 失 活 的 X 
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染色 体 中 ， 都 明确 的 具有 两 种 性 质 ， 它 们 都 在 S 期 后 复制 ， 并 都 具有 组 蛋白 H4 低 水 平 
乙酰 化 的 标志 (Wakefield et al. 1997), 

考虑 到 在 一 些 生物 中 ， 包 括 其 他 的 哺乳 动物 ， 破 坏 剂 量 补 偿 作 用 可 使 雄性 致死 ， 袋 
类 动物 能 够 耐 受 不 完全 的 剂量 补偿 作用 的 原因 的 却 让 人 迷惑 。X 染色 体 上 袋 类 动物 所 带 
的 基因 比 真 哺乳 亚 纲 动物 少 是 一 种 可 能 的 解释 (Graves 1996; Graves and Shetty 
2001), AAMT X 染色 体 上 仅仅 出 现在 真 哺 乳 亚 纲 动物 X 染色 体 的 长 臂 上 出 现 的 基 
Al. 在 真 哺乳 亚 纲 动 物 X 染 色 体 的 短 辟 上 出 现 的 基因 分 布 在 袋 类 动物 的 常 染色 体 上 。 
因此 ， 和 袋 类 动物 X 染色 体 上 一 大 部 分 都 是 基因 较 少 和 组 成 性 异 染 色 质 。 可 能 这 种 基因 
数量 的 减少 可 使 一 些 类 型 细胞 能 够 耐 受 剂量 补偿 机 制 的 减轻 ， 但 不 足以 生物 全 部 免除 剂 
量 补偿 作用 。 另 外 ， 袋 类 动物 在 早期 发 育 过 程 中 可 更 有 效 地 沉默 Xi， 就 像 是 印记 基因 
座 中 的 过 程 一 样 ， 这 时 剂量 的 差异 可 能 最 关键 。 这 两 种 解释 也 可 能 都 有 一 定 的 作用 。 


‘5. X 染色 体 的 再 激活 和 重 编程 


5.1 体 细胞 中 XX 染色 体 失 活 的 稳定 性 


多 层次 的 表 观 遗传 修饰 使 X 染色 体 失 活 沉默 ， 因 此 ， 通 常 挤 制 状 态 是 很 稳定 的 。 
在 早期 已 经 得 知 ，DNA 甲 基 化 的 抑制 剂 5- 氮 胞 苷 (5-azacytidine，5azaC)， 在 XX 细胞 
中 可 逆转 X 染色 体 沉 默 的 状态 (Mohandas et al. 1981) 。 个 别 基因 的 散在 再 激活 可 在 较 
低 的 频率 下 发 生 。 但 是 ， 特 定 基因 再 激活 后 对 细胞 系 的 分 析 显 示 其 他 基因 通常 仍 是 失 活 
的 。 与 估计 一 致 的 是 ， 在 整个 染色 体 水平 上 ， 用 TSA 抑制 I 型 组 蛋白 去 乙酰 化 也 可 以 
得 到 相同 的 数据 (Ccankovszki et al. 2001). 

在 小 鼠 训 老 过 程 中 ， 可 以 观察 到 个 别 X 染色 体 连锁 基因 的 散在 再 激活 。 在 伐 类 动 
物 个 体 发 生 过 程 中 失 活 的 X 染色 体 不 那么 稳定 并 逐渐 发 生 ， 这 种 情况 甚至 有 优先 发 生 
的 倾向 。 

Xist RNA 的 作用 是 什么 呢 ? 用 人 类 细胞 系 得 到 的 数据 显示 ， 在 X 染色 体 上 缺失 包 
围 XIST 的 区 域 后 并 没 检测 到 X 染色 体 的 再 活化 (Brown and Willard 1994) 。 这 个 结 
果 在 小 鼠 成 纤维 细胞 中 ， 条 件 性 去 除 Xist 等 位 基因 时 被 再 次 证 明 (Csankovsz et 
al. 1999) 。 在 这 里 展示 了 Xist 的 缺失 可 导致 组 蛋白 变 体 macroH2A 从 Xi 上 的 离开 。 更 
多 最 近 的 研究 说 明 ， 在 条 件 性 去 除 Xist 的 成 纤维 细胞 中 ， 被 PcG 复合 物 催化 的 组 蛋白 
修饰 、H3 K27 三 甲 基 化 、H2A 的 泛 素 化 也 丢失 (Plath et al. 2004) 。 个 别 基 因 很 少 检 
测 到 散在 的 再 激活 ， 在 用 SazaC 或 TSA 处 理 后 这 种 情况 更 不 常见 。 但 没有 整个 染色 体 
范围 内 明显 再 激活 发 生 。 因 此 ， 移 去 多 个 表 观 遗传 沉默 的 标记 仍 不 足以 逆转 染色 体 范围 
内 的 沉默 。 

在 体 细胞 中 ，Xi 沉默 过 多 的 机 制 叫做 “纽带 机 制 (belts and braces)”, XER 
个 体 各 个 水 平 的 表 观 遗传 沉默 既是 自我 维持 的 机 制 ， 又 是 通过 相关 的 正 反馈 机 制 维持 的 
过 程 。 在 其 他 的 表 观 遗传 系统 中 ， 也 观察 到 类 似 的 正 反 馈 机 制 ， 如 臂 间 异 染色 质 中 组 和 蛋 
白 甲 基 化 和 DNA 甲 基 化 的 维持 。 
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5.2 正常 发 育 中 XX 染色 体 的 再 激活 


虽然 在 体 细胞 中 失 活 的 和 X 染色 体 非 常 稳定 ， 但 在 正常 发 育 过 程 的 一 些 情 况 下 可 使 
整 条 染色 体 被 再 激活 。 最 好 的 例子 是 在 发 育 中 的 原生 殖 细胞 内 (primordial germ cell, 
PGC) ， 失 活 的 入 染色体 可 以 被 再 激活 。 在 小 鼠 中 ，PGC 细胞 特 化 发 生 在 发 育 的 7 一 8 
天 ， 即 原 肠 胚 刚刚 形成 后 。 在 这 个 时 期 ， 胚 胎 的 细胞 已 经 经 过 了 X 染色 体 的 随机 失 活 
过 程 。 后 来 ， 发 育 中 的 PGC 沿 着 胚胎 的 后 肠 区 延伸 ， 到 达 生 殖 洽 一 一 产生 性 腺 的 结构 。 
也 就 是 在 这 个 时 候 ，XX PGC 再 激活 它 的 Xi (Monk and McLaren 1981)。 这 个 过 程 与 
一 个 很 普遍 的 表 观 遗传 再 编程 过 程 一 致 ， 其 中 包括 去 除 父 本 的 印记 和 基因 组 范围 的 甲 基 
化 〈 详 见 第 20 章 ) 。 

PGC P X 染色 体 再 激活 是 一 个 多 层 异 染 色 质 结构 逆转 的 特定 机 制 。 已 经 发 现 Xist 
RNA 表达 的 衰减 与 X 染色 体 再 激活 过 程 是 一 致 的 ， 但 如 果 XX 体 细胞 中 沉默 是 不 依赖 
的 Xist 的 ， 这 就 不 一 定 是 成 因 了 。PGC 可 能 没有 建立 所 有 与 沉默 相关 的 标记 ， 因 此 更 
容易 被 再 激活 。 在 小 鼠 中 ， 发 育 的 PGC 的 Xi E, CG 岛 并 没有 发 生 甲 基 化 ， 这 与 前 
述 也 是 一 至 的 (Grant et al. 1992), 

X 染色 体 再 激活 过 程 第 二 个 例子 是 在 3. 5 节 讨 论 过 的 ， 在 胚胎 囊 泡 期 ICM 定位 过 
程 中 印记 失 活 的 Xp 的 再 激活 ， 这 与 更 广泛 的 基因 组 内 再 编程 过 程 有 关 。 这 个 再 激活 的 
过 程 与 Xist RNA 表达 的 降低 和 一 些 沉默 相关 的 表 观 遗传 修饰 标记 的 丢失 有 关 、。 


5.3 重 编程 实验 中 XX 染色 体 的 再 激活 


在 特定 的 实验 条 件 下 可 以 观察 到 X 染色 体 的 再 激活 。 把 体 细胞 的 核 转移 至 未 受精 
的 孵 母 细胞 中 〈Eggan et al. 2000)， 或 是 把 体 细 胞 和 全 能 细胞 ， 如 ES、 胚胎 生殖 细胞 
(embryonic germ, EG), MMR EME (embryonal carcinoma, EC) 融合 后 也 可 以 发 
生 这 种 情况 (Tada et al. 2001). 

核 转移 胚胎 有 些 特 别 有 趣 的 例子 。 小 鼠 的 实验 研究 说 明 在 分 裂 期 的 核 转移 胚胎 中 ， 
Xi 上 的 标记 基因 被 迅速 地 再 激活 。 尽 管 如 此 ， 克 隆 胚胎 在 胎儿 阶段 细胞 核 保 留 了 一 些 
关于 哪 条 XX 是 失 活 的 记忆 ， 供 体 细胞 Xi 也 就 是 在 胎盘 滋养 外 胚层 细胞 的 Xi H5, OB 
胎 固有 的 细胞 表现 出 X 染色 体 的 随机 失 活 (图 17-9)。 发 育 中 ICM 发 生 的 X 染 色 体 再 
激活 和 重 编 程 过 程 可 能 给 胚胎 一 个 表 观 遗传 重新 设 定 的 第 二 次 机 会 。 

XX 体 细胞 和 多 能 性 胚胎 细胞 的 融合 细胞 中 ，X 染色 体 的 再 激活 还 没有 很 好 地 研 
究 。 让 体 细胞 的 基因 组 接触 ES. EG. EC 细胞 中 的 因子 也 可 能 发 生 这 种 情况 。 再 激活 
过 程 的 发 生 非 常 快 ， 大 约 在 融合 后 的 第 5 天 ， 经 长 时 间 培 养 后 Xist 的 高 表达 状态 在 融 
合 细胞 中 消失 。 


5.4 诱导 Xist 转基因 表达 的 启示 


在 ES 细胞 中 ， 一 系列 诱导 Xit 转基因 表达 的 实验 已 经 增加 了 我 们 对 X 染色 体 失 
活 的 稳定 性 和 逆转 性 的 理解 。 首 先 , 已 经 证 明 在 未 分 化 的 ES 细胞 中 和 细胞 分 化 的 早 
期 ，Xist RNA 可 以 建立 X 染色 体 的 失 活 ， 后 来 的 细胞 却 失 去 此 功能 Wutz and Jae- 
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17-9 克隆 的 小 鼠 胚 胎 X 染 色 体 失 活 的 调控 
这 个 图 展示 了 一 个 含有 被 Xist RNA 包 被 的 失 活 的 和 染色 体 的 XX 供 体 细胞 。 在 该 模型 中 ， 供 体 核 基因 
的 转录 〈 包 括 Xist RNA ZEA) 在 细胞 期 之 前 都 被 卵 母 细胞 因子 所 抑制 ， 导 致 X 染色体 失 活 。 在 细胞 期 ， 
供 体 细胞 的 Xist 表达 重新 开始 ， 而 宿主 细胞 失 活 和 染色 体 上 的 Xit 也 再 次 表达 。 这 可 能 会 在 Xist 启动 
子 上 加 一 个 标记 如 甲 基 化 )。 这 样 模 式 仅 在 TE 和 DE 来 源 的 细胞 中 发 生 ， 而 多 能 性 外 胚层 细胞 因 Xist 
表达 再 次 沉默 而 没有 。 在 内 细胞 团 中 ， 表 观 遗 传 标记 控制 宿主 Xist 的 表达 ， 使 胚胎 中 接 下 来 的 义 染 色 
体 随 机 失 活 过 程 正确 进行 。 


nisch 2000) ， 这 被 称 为 “机 过 窗口 (window of opportunity)”。 受 Xist RNA 影响 的 细 
胞 功能 可 以 推广 到 与 X 染色 体 失 活 的 联系 。 因 此 ， 当 在 ES 细胞 或 在 早期 分 化 阶段 中 转 
基因 被 关闭 时 可 以 逆转 沉默 状态 ， 但 在 分 化 后 期 和 体 细胞 中 却 不 存在 这 种 情况 。 

在 六 染色 体 再 激活 和 重 编程 中 ， 诱 导 转 基因 的 数据 强调 在 特定 的 细胞 环境 中 ， 也 就 
是 未 分 化 的 ES 细胞 中 ， 当 Xis RNA 的 表达 减少 时 ，X 染色 体 再 激活 的 过 程 就 会 发 生 。 

如 果 我 们 考虑 到 那些 已 经 发 生 X 染色 体 再 激活 的 细胞 〈 如 PGC, ICM, EG 和 EC 
细胞 ) 在 潜能 性 和 可 塑性 方面 都 类 似 于 ES 细胞 ， 那 么 在 所 有 情况 中 ，Xist 表达 的 减少 
可 能 是 X 染色 体 再 激活 的 基础 。 


6. KAMRA 


在 最 近 几 年 里 ， 人 们 对 义 染 色 体 失 活 分 子 机 制 的 了 解 已 经 有 了 很 大 进步 。 目 前 为 
目 ， 这 些 进步 主要 是 由 于 表 观 遗传 学 相关 领域 以 及 其 他 受 影响 领域 的 进步 。 后 一 种 情况 
的 例子 是 ， 一 些 印 记 基 因 簇 受 顺 式 作 用 的 非 编 码 RNA 的 调控 ， 如 Xist 对 X 染色 体 的 
调控 〈 见 第 19 章 ) 。 有 理由 认为 这 种 互补 性 的 进展 将 继续 。 


第 17 章 ”哺乳 动物 中 的 剂量 补偿 效应 


但 是 ， 现 在 仍 有 一 些 没有 解决 的 问题 。 值 得 注意 的 是 ， 尽 管 经 过 40 年 的 研究 ， 我 
们 仍 不 明白 ， 甚 至 只 是 大 概 了 解 “计数 ”和 “选择 ” 的 机 制 。 现 在 屏蔽 因子 假说 已 经 有 
20 年 了 ， 虽 然 它 给 我 们 提供 了 一 些 概念 性 指导 ， 但 对 可 能 存在 的 本 质 ， 我 们 仍 不 了 解 。 
在 对 调控 “计数 ” 的 特定 顺 式 作用 序列 和 反 式 作用 因子 方面 的 研究 也 取得 了 一 些 进 步 ， 
进一步 的 研究 也 是 令 人 兴奋 的 挑战 。 同 样 ， 尽 管 我 们 现在 了 解 一 些 染 色 体 修饰 复合 物 ， 
包括 维持 染色 体 失 活 状态 的 ， 如 聚 梳 类 复合 物 (Polycomb-group complexes); 建立 基 
因 组 范围 内 沉默 信号 的 ， 由 Xist RNA 引起 的 ， 但 对 其 本 质 我 们 仍 不 了 解 。 可 能 想到 的 
是 ， 我 们 需要 了 解 在 失 活 X 染色 体 上 上 ， 组 蛋白 去 乙酰 化 和 去 甲 基 化 的 机 制 。 我 们 需要 
了 解 的 其 他 重要 问题 还 有 沉默 是 如 何 通过 染色 体 蔓 延 的 ， 如 果 有 “站 点 ”的 话 〈 也 许 是 
LINE 元件)， 它 在 这 个 过 程 中 和 沉默 状态 的 稳定 或 维持 起 到 什么 作用 ? 这 可 能 涉及 一 
个 令 人 好 奇 的 问题 ，X 染色 体 失 活 状态 是 如 何在 一 些 类 型 细胞 和 发 育 阶 段 中 逆转 ， 而 在 
其 他 情况 下 却 不 能 逆转 。 后 者 则 关系 到 一 个 更 广泛 和 至 关 重要 的 话题 ， 发 育 过 程 中 基因 


组 的 可 塑性 和 重 编程 过 程 。 


ake 译 
ZEKE R 
WIR FPR 


参考 文献 


Beutier E., Yeh M. and Fairbanks V.F. 1962. The normal human female 
as a mosaic of X-chromosome activity: Studies using the gene for 
glucose-6-phosphate dehydrogenase deficiency as a marker. Proc. 
Natl. Acad. Sci. 48: 9~16. 

Brockdorff N., Ashworth A., Kay G.F, McCabe V.M., Norris D.P, 
Cooper P.J., Swift S., and Rastan S. 1992. The product of the mouse 
Xist gene is a 15 kb inactive X-specific transcript containing no 
conserved ORF and located in the nucleus. Cell 71; 515-526. 

Brown C.J. and Willard H.F, 1994. The human X-inactivation centre is 
not required for maintenance of X-chromosome inactivation. 
Nature 368: 154-156. 

Brown C.J., Ballabio A., Rupert J.L., Lafreniere R.G., Grompe M., Ton- 
lorenzi R., and Willard H.F. 1991. A gene from the region of the 
human X inactivation centre is expressed exclusively from the 
inactive X chromosome, Nature 349; 38—44. 

Brown C.J., Hendrich B.D., Rupert J.L., Lafreniere R.G., Xing Y. 
Lawrence J., and Willard H.F. 1992. The human XTST gene: Analy- 
sis of a 17 kb inactive X-specific RNA that contains conserved 
repeats and is highly localized within the nucleus. Cell 71: 527-542. 

Carrel L. and Willard H.F. 2005, X-inactivation profile reveals extensive 
variability in X-linked gene expression in females. Nature 434: 
400-404, 

Cattanach B.M., and Isaacson J.H. 1967. Controlling elements in the 
mouse X chromosome. Genetics 57: 331-346. 

Chadwick B.P. and Willard H.F. 2004. Multiple spatially distinct types 
of facultative heterochromatin on the human inactive X chromo- 
some, Proc. Natl. Acad. Sci. 101: 17450-17455, 

Clerc P. and Avner P 1998. Role of the region 3’ to Xist exon 6 in the 
counting process of X-chromosome inactivation. Nat. Genet. 19: 
249-253. 

Charlesworth B. 1996. The evolution of chromosomal sex determina- 
tion and dosage compensation. Curr. Biol. 6: 149-162. 

Costanzi C. and Pehrson J.R. 1998. Histone macroHZ2A is concentrated 
in the inactive X chromosome of female mammals. Nature 393: 
599-601. 


Csankovszki G., Nagy A., and Jaenisch R. 2001. Synergism of Xist RNA, 
DNA methylation, and histone hypoacetylation in maintaining X 
chromosome inactivation. J. Cell Biol. 153: 773-784. 

Csankovszki G., Panning B., Bates B., Pehrson J.R., and Jaenisch R. 1999. 
Conditional deletion of Xist disrupts histone macroH2A localization 
but not maintenance of X inactivation. Nat. Genet, 22: 323-324. 

Davidson R.G., Nitowsky H.M., and Childs B. 1963. Demonstration of 
two populations of cells in the human female heterozygous for glu- 
cose-6-phosphate dehydrogenase variants. Proc. Natl. Acad. Sci. 50: 
481—485. 

de Napoles M., Mermoud J.E., Wakao R., Tang Y.A, Endoh M. 
Appanah R. Nesterova T.B., Silva J., Otte A.P., Vidal M., et al. Poly- 
comb group proteins Ringl A/B link ubiquitylation of histone H2A 
to heritable gene silencing and X inactivation. Dev. Cell 7: 663—676. 

Duthie S.M., Nesterova T.B., Formstone E.J., Keohane A.M., Turner 
B.M., Zakian S.M., and Brockdorff N. 1999. Xist RNA exhibits a 
banded localization on the inactive X chromosome and is excluded 
from autosomal material in cis. Hum. Mol. Genet. 8: 195-204. 

Eggan K., Akutsu H., Hochedlinger K., Rideout W., III, Yanagimachi R., 
and Jaenisch R. 2000. X-chromosome inactivation in cloned 
mouse embryos. Science 290: 1578~1581. 

Eils R., Dietzel S., Bertin E., Schrock E., and Speicher M.R. 1996. Three 
dimensional reconstruction of painted human interphase chromo- 
somes: Active and inactive X chromosome territories have similar 
volumes but differ in shape and surface structure. J. Cell. Biol. 135: 
1427-1440. 

Epstein C.J., Smith S., Travis B., and Tucker G, 1978. Both X chromo- 
somes function before visible X-chromosome inactivation in 
female mouse embryos. Nature 274; 500-502. 

Gartler S.M. and Riggs A.D. 1983. Mammalian X-chromosome inacti- 
vation. Annu. Rev, Genet, 17: 155-190. 

Grant M., Zuccotti M., and Monk M. 1992. Methylation of CpG sites of 
two X-linked genes coincides with X-inactivation in the female 
mouse embryo but not in the germ line. Nat. Genet. 2: 161-166. 


ammes 


Graves J.A. 1996. Mammals that break the rules: Genetics of marsupi- 
als and monotremes. Annu. Rev. Genet. 30: 233-260. 

Heard E., Mongelard F., Arnauld D., Chureau C., Vourch C., and Avner 
F. 1999. Human XIST yeast artificial chromosome transgenes show 
partial X inactivation center function in mouse embryonic stem 
cells. Proc. Natl. Acad. Sct. 96: 6841-6846. 

Heard E., Rougeulle C., Arnaud D., Avner P., Allis C.D., and Spector 
D.L. 2001. Methylation of histone H3 at lys-9 is an early mark on 
the X chromosome during X inactivation. Cell 107: 727-738. 

Huynh K.D. and Lee J.T. 2003. Inheritance of a pre-inactivated paternal 
X chromosome in early mouse embryos. Nature 426: 857-862. 

Jeppesen P. and Turner B.M. 1993. The inactive X chromosome in 
female mammals is distinguished by a lack of histone H4 acetyla- 
tion: A cytogenetic marker for gene expression. Cell 74: 281-289, 

Keohane A.M., Belyaev N.D., Lavender J.S., O'Neill L.P, and Turner 
B.M. 1996. X-inactivation and H4 acetylation in embryonic stem 
cells. Dev, Biol. 180: 618-630. 

Lachner M., O'Sullivan R.J., and Jenuwein T. 2003. An epigenetic road 
map for histone lysine methylation. J. Cell Sci. 116: 2117-2124. 

Lee J.T. 2000. Disruption of imprinted X inactivation by parent-of-ori- 
gin effects at Tsix. Cell 103: 17-27. 

Lee J.T. and Lu N.E 1999. Targeted mutagenesis of Tsix leads to nonran- 
dom X inactivation. Cell 99: 47-57. 

Lee J.T., Davidow L.S., and Warshawsky D. 1999. Tsix, a gene antisense 
to Xist at the X-inactivation centre. Nat. Genet. 21: 400—404. 

Lee J.T., Strauss W.M., Dausman J.A., and Jaenisch R. 1996. A 450 kb 
transgene displays properties of the mammalian X-inactivation 
center. Cell 86: 83-94. 

Lock L.F, Takagi N., and Martin G.R. 1987. Methylation of the Hprt 
gene on the inactive X occurs after chromosome inactivation. Cell 
48; 39-46. 

Lyon M.R 1961. Gene action in the X-chromosome of the mouse (Mus 
musculus L.). Nature 190: 372-373. 

. 1998. X-chromosome inactivation: A repeat hypothesis. Cyto- 

genet. Cell Genet. 80: 133-137. 

. 2003. The Lyon and the LINE hypothesis. Semin. Cell Dev. 
Biol, 14: 313-318. 

Maison C., Bailly D., Peters A.H., Quivy J.P., Roche D., Taddei A., Lach- 
ner M., Jenuwein T., and Almouzni G. 2002. Higher-order struc- 
ture in pericentric heterochromatin involves a distinct pattern of 
histone modification and an RNA component. Nat. Genet. 30: 
329-334, 

Mak W., Nesterova T.B., de Napoles M., Appanah R., Yamanaka S., Otte 
A.P., and Brockdorff N. 2004. Reactivation of the paternal X chro- 
mosome in early mouse embryos. Science 303: 666-669. 

Marin I., Siegal M.L., and Baker B.S. 2000. The evolution of dosage- 
compensation mechanisms. BioEssays 22: 1106-1114. 

Marshall Graves J.A. and Shetty S. 2001. Sex from W to Z: Evolution of 
vertebrate sex chromosomes and sex determining genes. J. Exp. 
Zool, 290: 449-462. 

McElreavey K., Barbaux S., Ion A., and Fellous M. 1995. The genetic 
basis of murine and human sex determination: A review. Heredity 
75: 599-611. 

Mermoud J.E., Costanzi C., Pehrson J.R., and Brockdorff N. 1999, His- 
tone MacroH2Ai.2 relocates to the inactive X chromosome after 
initiation and propagation of X-inactivation. J. Cell Biol. 147: 
1399-1408. 

Mohandas T., Sparkes R.S., and Shapiro L.J. 1981. Reactivation of an 
inactive human X chromosome: Evidence for X inactivation by 
DNA methylation. Science 211: 393-396. 

Monk M. and Harper M.I. 1979. Sequential X chromosome inactiva- 
tion coupled with cellular differentiation in early mouse embryos. 
Nature 281: 311-313. 

Monk M. and McLaren A. 1981. X-chromosome activity in foetal germ 
cells of the mouse. J. Embryol, Exp. Morphol. 63: 75-84. 

Nesterova T.B., Johnston C.M., Appanah R., Newall A.E.T., Godwin J., 
Alexiou M., and Brockdorff N. 2003. Skewing X chromosome 
choice by modulating sense transcription across the Xist locus. 
Genes Dev. 17: 2177-2190. 

Norris D.P., Patel D., Kay G.F., Penny G.D., Brockdorff N., Sheardown 








S.A., and Rastan S. 1994. Evidence that random and imprinted 
Xist expression is controlled by preemptive methylation. Cell 77: 
41-51. 

Ohno S. 1967. Sex chromosomes and sex-linked genes. Springer-Verlag, 
Berlin pp. 1-140. 

Okamoto I., Otte A.P., Allis C.D., Reinberg D., and Heard E. 2004. Epi- 
genetic dynamics of imprinted X inactivation during early mouse 
development. Science 303: 644-649. 

Okamoto I., Arnaud D., Le Baccon P., Otte A.P., Disteche C.M., Avner 
P., and Heard E. 2005. Evidence for de novo imprinted X-chromo- 
some inactivation independent of meiotic inactivation in mice. 
Nature 438: 297-298. 

O'Neil L.P, Randall T.E., Lavender J., Spotswood H.T., Lee J.T., and 
Turner B.M. 2003. X-linked genes in female embryonic stem celis 
carry an epigenetic mark prior to the onset of X inactivation. 
Hum. Mol. Genet. 12: 1783—1790. 

O'Neill L.P., Keohane A.M., Lavender J.S., McCabe V., Heard E., Avner 
P., Brockdorff N., and Turner B.M. 1999. A developmental switch 
in H4 acetylation upstream of Xist plays a role in X chromosome 
inactivation. EMBO J. 18: 2897-2907. 

Panning B., Dausman J. and Jaenisch R. 1997. X chromosome inacti- 
vation is mediated by Xist RNA stabilization. Cell 90: 907-916. 

Penny G.D., Kay G.F, Sheardown S.A., Rastan S., and Brockdorff N. 
1996. Requirement for Xist in X chromosome inactivation. Nature 
379: 131-137. 

Perche PY., Vourc'h C., Konecny L., Souchier C., Robert-Nicoud M., 
Dimitrov $., and Khochbin S. 2000. Higher concentrations of his- 
tone macroH2A in the Barr body are correlated with higher nucle- 
osome density. Curr Biol. 10: 1531-1534. 

Plath K., Talbot D., Hamer K.M., Otte A.P, Yang T.F, Jaenisch R., and 
Panning B. 2004. Developmentally regulated alterations in Poly- 
comb repressive complex 1 proteins on the inactive X chromo- 
some. J. Cell Biol. 167: 1025—1035. 

Plath K., Fang J., Miynarczyk-Evans S.K., Cao R., Worringer K.A., Wang 
H., de la Cruz C.C., Otte A.P., Panning B., and Zhang Y. 2003. Role 
of histone H3 lysine 27 methylation in X inactivation. Science 300: 
131-135. 

Rasmussen T.P, Wutz A.P, Pehrson J.R., and Jaenisch R.R. 2001. 
Expression of Xist RNA is sufficient to initiate macrochromatin 
body formation. Chromosoma 110; 411-420. 

Rastan S. 1983. Non-random inactivation in mouse X-autosome 
translocation embryos—Location of the inactivation centre. J. 
Embryol. Exp. Morphol. 78: 1-22. 

Rougeulle C., Chaumeil J., Sarma K., Allis C.D., Reinberg D., Avner P, 
and Heard E. 2004. Differential histone H3 Lys-9 and Lys-27 methy- 
lation profiles on the X chromosome. Mol, Cell. Biol. 24: 5475-5484. 

Sado T., Okano M., Li E., and Sasaki H. 2004. De novo DNA methy- 
lation is dispensable for the initiation and propagation of X chro- 
mosome inactivation. Development 131: 975-982. 

Sado T., Fenner M.H., Tan S.S., Tam P., Shioda T., and Li E. 2000. X 
inactivation in the mouse embryo deficient for Dnmt1: Distinct 
effect of hypomethylation on imprinted and random X inactiva- 
tion. Dev. Biol. 225: 294-303. 

Sharman G.B. 1971. Late DNA replication in the paternally derived X 
chromosome of female Kangaroos. Nature 230: 231-232. 

Sharp A.J., Spotswood H.T., Robinson D.O., Turner B.M., and Jacobs 
PA. 2002. Molecular and cytogenetic analysis of the spreading of 
X inactivation in X;autosome translocations. Hum. Mol. Genet. 
Li: 3145--3156， 

Sheardown S., Norris D., Fisher A., and Brockdorff N. 1996. The 
mouse Smcx gene exhibits developmental and tissue specific vari- 
ation in degreee of escape from X inactivation. Hum. Mol. Genet. 
5: 1355-1360. 

Sheardown S.A., Duthie $.M., Johnston C.M., Newall A.E.T., Form- 
stone E.J., Arkell R.M., Nesterova T.B., Alghisi G-C., Rastan S., 
and Brockdorff N. 1997. Stabilization of Xist RNA mediates initi- 
ation of X chromosome inactivation. Cell 91: 99-107. 

Silva J., Mak W., Zvetkova I., Appanah R., Nesterova T.B., Webster Z., 
Peters A.H.EM., Jenuwein T., Otte A.P., and Brockdorff N. 2003. 
Establishment of histone H3 methylation on the inactive X chro- 


mosome requires transient recruitment of Eed-Enx1 polycomb 
group complexes. Dev. Cell 4: 481-495, 

Smith K.P., Byron M., Clemson C.M., and Lawrence J.B. 2004. Ubiq- 
uitinated proteins including uH2A on the human and mouse 
inactive X chromosome: Enrichment in gene rich bands. Chro- 
mosoma 113; 324-335. 

Tada M., Takahama Y., Abe K., Nakatsuji N., and Tada T. 2001. 
Nuclear reprogramming of somatic cells by in vitro hybridization 
with ES cells. Curr. Biol. 11: 1553-1558. 

Tada T., Obata Y., Tada M., Goto Y., Nakatsuji N., Tan S.S., Kono T., 
and Takagi N. 2000. Imprint switching for non-random X-chro- 
mosome inactivation during mouse oocyte growth. Development 
127: 3101-3105. 

Takagi N. and Sasaki M. 1975. Preferential inactivation of the pater- 
nally derived X chromosome in the extraembryonic membranes 
of the mouse. Nature 256: 640-642. 

Turner J.M., Mahadevaiah S.K., Fernandez-Capetillo O., Nussenzweig 


第 17 章 ”哺乳 动物 中 的 剂量 补偿 效应 


A., Xu X., Deng C.X., and Burgoyne P.S. 2005. Silencing of unsy- 
napsed meiotic chromosomes in the mouse. Nat. Genet. 37: 
41-47. 

Wakefield M.J., Keohane A.M., Turner B.M., and Marshall Graves J.A. 
1997. Histone underacetylation is an ancient component of 
mammalian X chromosome inactivation. Proc. Natl. Acad. Sci. 
94: 9665-9668. 

White W.M., Willard H.F, Van Dyke D.L., and Wolff D.J. 1998. The 
spreading of X inactivation into autosomal material of an X; 
autosome translocation: Evidence for a difference between auto- 
somal and X chromosomal DNA. Am. J. Hum. Genet. 63: 20-28. 

Wutz A. and Jaenisch R. 2000. A shift from reversible to irreversible X 
inactivation is triggered during ES cell differentiation. Mol. Cell 
5: 695-705. 

Wutz A., Rasmussen T.P., and Jaenisch R. 2002 Chromosomal silenc- 
ing and localization are mediated by different domains of Xist 
RNA. Nat. Genet, 30: 167-174. 





哺乳 动物 的 DNA 甲 基 化 


En Lil and Adrian Bird? 


1 Novartis Institutes for BioMedical Research, Inc , Cambridge, Massachusetts 02139 
2The Wellcome Trust Centre for Cell Biology, University of Edinburgh , 
Edinburgh, EH9 3JR, United Kingdom 


本 章 目 录 
1. 细胞 记忆 机 制 
1.1 假说 


12 甲 基 化 模式 可 继承 的 证 据 
1.3 哺乳 动物 的 DNA 维持 甲 基 转 移 酶 
DNA 甲 基 化 模式 的 起 源 


2: 


m © N 


2 
.3 
4 


2 
Z: 
2 
2 


.8 


l 


9 
6 
7 


早期 胚胎 中 DNA 从 头 甲 基 化 
从 头 甲 基 转 移 酶 的 发 现 
CpG $fe DNA 甲 基 化 模式 


3.1 早期 证 据 

3.2 转录 因子 结合 的 干扰 

3.3 PAIE CpG 结合 蛋白 的 吸引 

3.4 MeCP2 和 Rett 综合 征 

3.5 MBD2 调控 依赖 于 甲 基 化 的 转录 抑制 
4. DNA 甲 基 化 、 突 变 和 染色 体 的 稳定 性 

4,1 DNA 甲 基 化 和 突变 

4.2 DNA 甲 基 化 和 染色 体 不 稳定 性 


发 育 过 程 中 DNA 甲 基 化 模式 的 动态 | 5。 展望 


变化 

受精 卵 中 父 本 基因 组 的 主动 去 甲 基 化 
什么 使 CpG 岛 不 受 DNA 甲 基 化 影响 ? 
染色 质 结构 触发 DNA 甲 基 化 ? 
SWI/SNF-like 染色 质 重 塑 蛋白 的 作用 


DNA 甲 基 化 对 基因 表达 的 调控 


5.1 诱导 表 观 遗传 改变 的 外 因 

5.2 表 观 遗传 不 稳定 和 复杂 疾病 

5.3 可逆 表 观 遗传 状态 的 调节 
参考 文献 











RHEE Be 


Dnmt3a 
从 头 甲 基 化 Dnmt3b 


Talla , [oh 甲 基 化 
rr | =) 甲 基 化 维持 


半 甲 基 化 








Ree suxex 


12 甲 基 化 模式 可 继承 的 证 据 


最 早 人 们 是 利用 对 DNA 甲 基 化 敏感 的 限制 性 内 切 核酸 酶 建立 了 单一 基因 组 位 点 的 
DNA 甲 基 化 模式 。 如 果 特 异 的 碱 基 发 生 了 甲 基 化 ， 那 么 这 种 酶 就 不 能 切割 它们 识别 的 
序列 。 人 们 利用 这 种 能 切割 胞 喀 啶 未 发 生 甲 基 化 但 不 能 切割 胞 喀 啶 甲 基 化 的 CpG 位 点 
的 酶 ， 绘 出 了 非洲 爪 蛤 核糖 体 RNA 基因 甲 基 化 和 非 甲 基 化 的 模式 图 (Bird and South- 
ern 1978) 。 他 们 发 现 ， 在 一 条 特定 的 DNA 链 上 ， 大 部 分 的 CpG 是 甲 基 化 的 ， 但 是 非 
息 基 化 的 位 点 会 随机 出 现 ， 重 要 的 是 ， 这 些 随机 出 现 的 位 点 总 是 对 称 的 ， 也 就 是 说 ， 两 
条 链 的 对 应 CpG 不 是 全 部 甲 基 化 就 是 全 部 非 甲 基 化 〈Bird 1978) 。 这 个 发 现 与 之 前 维持 
甲 基 化 模型 的 推测 是 十 分 吻合 的 〈Holliday and Pugh 1975; Riggs 1975)。 通 过 将 人 工 
合成 的 甲 基 化 DNA 转 染 进 细 胞 为 DNA 甲 基 化 模式 的 可 遗传 提供 了 更 直接 的 检测 途径 
CWigler 1981)， 未 甲 基 化 的 质粒 即使 经 过 很 多 代 通 常 也 不 会 发 生 甲 基 化 ， 而 CCGG 位 
点 被 甲 基 化 酶 M. HpaI 甲 基 化 的 质粒 ， 经 过 很 多 代 后 仍 保留 它 的 甲 基 化 状态 ， 尽 管 培 
养 细 胞 中 该 过 程 的 保 真 度 低 于 100%. 


1.3 哺乳 动物 的 DNA 维持 甲 基 转 移 酶 


从 分 子 水 平 理解 任何 生物 过 程 的 进展 都 依赖 于 关键 成 分 的 分 离 。DNA FASE ee 
活性 最 早 在 细胞 粗 提 物 中 检测 到 并 最 终 纯 化 成 200kD 的 蛋白 质 (Bestor and Ingram 
1983)。Dnmtl 对 CpG 是 特异 的 ， 对 非 甲 基 化 的 DNA 有 显著 的 活性 ， 但 是 它 倾 向 于 以 
只 有 一 条 链 的 CpG 发 生 甲 基 化 的 DNA 〈 半 甲 基 化 DNA) 为 模板 ， 它 的 这 种 特性 使 它 
可 能 成 为 DNA 维持 甲 基 转 移 酶 。 后 来 的 研究 极 大 地 支持 了 这 一 观点 ， 因 为 小 鼠 胚 胎 干 
细胞 中 Dnmtl 的 失 活 ( 表 18-1) 导致 基因 组 大 范围 的 CpG 甲 基 化 丢失 (Li et 
al. 1992) 。 正 如 Riggs, Holliday 和 Pugh 推测 的 那样 ， 这 些 明 显 的 证 据 都 与 Dnmtl 通 
过 使 CpG 半 甲 基 化 位 点 完全 甲 基 化 来 维持 DNA 甲 基 化 的 观点 相 吻 合 〈 图 18-2). 


表 18-1 DNA FBS BRAID 


DNA 甲 基 转 移 酶 物种 主要 活性 失 活 后 的 重要 表 型 
Dnmtl Bt 维持 CpG 甲 基 化 基因 组 大 规模 的 DNA 甲 基 化 丢失 ，E9. 5 胚胎 致死 ， 印 
| 记 基 因 表达 异常 , Fie X EAA. 沉默 反 向 转 座 

子 的 活化 

Dnmt2 SR SAE CpG 甲 基 化 无 改变 , 无 显著 发 育 表 型 

Dnmt3a 小 鼠 CpG 从 头 甲 基 化 出 生 后 4~8 周 死 亡 ， 雄 性 不 育 ， 肉 性 和 雄性 无 法 建立 
甲 基 化 印记 

Dnmt3b 小 鼠 CpG 从 头 甲 基 化 微 卫星 DNA 的 去 甲 基 化 , E14. 5 胚胎 致死 并 且 伴 随 血 


管 和 肝脏 缺陷 (Dnmt3a 和 Dnmt3b 同时 缺失 的 胚胎 在 
着 床 后 无 法 启动 从 头 甲 基 化 而 死 于 E9. 5) 

DNMT3B 人 类 ”CpG 从 头 甲 基 化 ICF 综合 征 :免疫 缺陷 ,着 丝 粒 不 稳定 以 及 面部 畸形 ， 
重复 序列 和 近 着 丝 粒 异 染色 质 的 去 甲 基 化 
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2 DNA 甲 基 化 模式 的 起 源 


2.1 早期 胚胎 中 DNA 从 头 甲 基 化 


我 们 需要 了 解 的 不 仅 包括 DNA 甲 基 化 模式 是 怎样 维持 的 ， 还 包括 它们 最 初 是 怎样 
产生 的 。 早 期 的 细胞 转 染 实 验 表 明 ， 进 入 培养 的 体 细胞 的 非 甲 基 化 DNA 在 数 代 后 也 通 
常会 保留 它 的 非 甲 基 化 状态 。 另 一 方面 ， 导 人 小 鼠 着 床 前 胚胎 的 逆转 录 病 毒 、 前 病毒 和 
其 他 转基因 在 动物 细胞 内 会 稳定 地 被 甲 基 化 〈Jahner et al. 1982)， 这 暗示 了 DNA 的 从 
头 甲 基 化 过 程 被 限制 在 胚胎 发 生 的 全 能 期 ， 这 一 观点 随后 在 小 鼠 胚 胎 瘤 细胞 和 胚胎 干 细 
胞 中 得 到 验证 。 与 体 细胞 不 同 ， 当 向 这 些 细胞 中 导入 逆转 录 病 毒 时 ， 逆转 录 病 毒 是 没有 
传染 性 的 ， 这 也 支持 了 病毒 的 传染 周期 (Stewart et al. 1982) ， 另 外 ， 这 些 前 病毒 在 
CpG 处 发 生 了 甲 基 化 ， 把 它们 甲 基 化 的 基因 组 克隆 到 细菌 中 而 去 除 DNA 甲 基 化 后 ， 这 
些 病毒 仍然 能 进行 基因 表达 。 这 些 结果 表明 DNA 甲 基 化 可 以 在 体内 沉默 病毒 基因 组 的 
表达 ,而且 胚胎 细胞 的 确 具有 使 DNA 从 头 甲 基 化 的 能 力 。 由 于 最 初 只 知道 Dnmtl 一 
种 DNA 甲 基 转移 酶 ， 因 此 它 被 认为 具有 在 发 育 期 使 DNA 从 头 甲 基 化 的 能 力 ， 然 而 ， 
Dnmtl 基因 的 去 除 并 没有 影响 胚胎 干细胞 中 前 病毒 DNA 从 头 甲 基 化 〈Lei et al. 1996), 
这 说 明 起 作用 的 应 该 是 其 他 的 DNA 甲 基 转 移 酶 。 


2.2 从头 甲 基 转 移 酶 的 发 现 


原核 细胞 所 有 的 胞 喀 啶 DNA 甲 基 转 移 酶 都 具有 特征 相同 的 结构 域 (Posfai et 
al. 1989), Wi DNA 维持 甲 基 转 移 酶 Doml 也 具有 这 个 特点 。 通 过 表达 序列 标签 (ex- 
pressed sequence tag, EST) 数据 库 的 搜索 找到 了 三 个 可 能 编码 其 余 DNA 甲 基 转 移 酶 的 转 
sn (W 18-3) 。 其 中 一 个 候选 蛋白 Dnmt2 在 体外 的 DNA 甲 基 转移 酶 活性 极 低 ， 它 的 缺 
失 对 DNA 甲 基 化 水 平 没 有 影响 。 另 外 两 个 候选 蛋白 是 Dnmt3a 和 Dnmt3b， 编码 有 催化 活 
性 的 相关 蛋白 ， 但 是 与 Dnmtl 不 同 的 是 ， 它 们 在 体外 对 半 甲 基 化 DNA 无 偏好 (Okano et 
al. 1998) 。 缺 失 Dnmt3a 和 Dnmt3b 的 小 鼠 胚 胎 干细胞 和 胚胎 不 能 使 前 病毒 基因 组 和 重复 元 
件 从 头 甲 基 化 〈Okano et al. 1999), ， 这 表明 这 两 个 蛋白 是 从 头 甲 基 转移 酶 ( 表 18-1) 。 此 
Ah, i> Domt3a 或 相关 调控 因子 Dnmt3L 的 肉 性 和 雄性 生殖 细胞 不 能 在 印记 基因 上 建立 
不 同 的 甲 基 化 模式 〈 表 18-1) (Hata et al. 2002; Kaneda et al. 2004), Dnmt3a 和 Dnmt3b 同 
时 失 活 导致 早期 胚胎 死亡 ， 单 独 一 个 基因 失 活 导致 严重 缺陷 ， 出 生 后 死人 《Dnmt3a) 或 
胚胎 死亡 〈Dnmt3b) Drmi3b 基因 突变 引起 一 种 以 免疫 缺陷 、 着 丝 粒 不 稳定 和 面部 异常 
为 特征 的 罕见 疾病 一 一 1CF 综合 征 〈The Immunodeficiency, Centromeric region instability, 
Facial anomalies syndrome) (Ehrlich 2003), 这 为 从 头 甲 基 转 移 酶 在 人 类 中 的 作用 提供 了 证 
据 。 对 从 ICF 患者 体内 分 离 的 淋巴 样 干细胞 DNA 分 析 显 示 ， 基因 组 甲 基 化 水 平 下 降 ， 尤 
其 是 与 染色 体 近 着 丝 粒 相连 的 DNA 重复 序列 。 


2.3 CpG A DNA 甲 基 化 模式 
哺 到 动物 成 体 组 织 的 DNA70% 的 CpG 位 点 是 甲 基 化 的 Ehrlich 1982)。 定位 研究 
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图 18-3 哺乳 动物 DNA 甲 基 转 移 酶 
Dnmtl, Dnmt2 和 Dnmt3 家 族 成 员 的 催化 结构 域 是 保守 的 (标注 I 、N、W、 信 和 X 义 的 区 域 是 在 所 有 胞 啼 
了 喧 甲 基 转 移 酶 中 最 保守 的 )， 但 它们 的 N 端 调控 结构 域 的 相似 度 很 低 。PCNA, -PCNA 结合 结构 域 ，NLS 
nuclear localization signal, EtA; RFT, replication foci-targeting domain; CXXC， 半 胱 氮 酸 富 集 区 ， 
能 够 结合 包含 CpG IERI DNA 序列 ， BAH, bromo-adjacent homology 结构 域 , 与 蛋白 之 间 相 互 反 应 有 
X: PWWP， 包 含 高 度 保守 的 “月 氨 酸 - 色 氨 酸 - 色 氨 酸 - 胶 氮 酸 ” 的 结构 域 ， 与 异 染 色 质 的 联结 有 关 ; AT- 
RX, 5 ATRX 相关 的 半 胱 氨 酸 富 集 区 ， 包 含 一 个 C2-C2 锌 指 结构 和 非典 型 的 PHD 区 ， 与 蛋白 间作 用 有 关 。 


(CJL Box 1) XH, DH DNA、 包 括 转 座 子 和 其 惰性 残留 (inert relics) 的 重复 元 件 、 
非 重复 基因 间 DNA 和 外 显 子 都 是 高 甲 基 化 的 序列 。 在 这 些 序列 中 ， 似 乎 对 甲 基 化 某 种 
序列 没有 特定 的 偏好 。 卫 星 DNA 和 转 座 元 件 或 外 显 子 的 CpG 甲 基 化 程度 都 是 一 样 的 ， 
因此 ， 大 部 分 序列 是 根据 能 反映 它们 碱 基 组 成 的 CpG 二 核 苷 酸 的 频率 被 甲 基 化 的 。 哺 
乳 动物 基因 组 这 种 整体 甲 基 化 的 例外 是 CpG 岛 ，CpG 岛 非 同 寻常 地 易 被 DNA 甲 基 化 
敏感 的 限制 性 内 切 酶 切割 (Cooper et al. 1983), EEE ARES DNA 片段 被 发 现 
的 。 对 所 谓 的 “HpaE 微 小 片段 ”的 克隆 显示 ， 它 们 是 从 长 约 1kb HAA GC 的 序列 中 
分 离 出 来 的 ， 这 些 序列 在 生殖 细胞 、 早 期 胚胎 和 通常 所 有 成 体 组 织 中 都 是 未 甲 基 化 的 
(Bird et al. 1985)， 因 此 ，CpG 岛 是 存在 于 大 多 数 晴 乳 动物 基因 组 中 的 “整体 (glob- 
al)” CpG 甲 基 化 的 例外 (图 18-4)。 早 期 个 别 基因 启动 子 的 定位 认为 GC 富 集 区 域 靠近 
局 动 子 (McKeon et al. 1982) ， 现 在 基本 上 把 大 多 数 CpG 岛 标 记 于 启动 子 或 5' 区 域 ， 
大 约 60% 的 人 类 基因 的 启动 子 是 含有 CpG 岛 的 。 
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巨大 的 改变 。 最 初 利 用 5- 甲 基 胞 喀 喧 抗体 对 DNA 甲 基 化 水 平 的 分 析 表 明 ， 在 早期 胚胎 
分 裂 时 期 一 整套 染色 体 的 DNA 甲 基 化 是 高 度 缺 失 的 (Rougier et al. 1998)。 这 些 差别 
通过 对 5- 甲 基 胞 喀 啶 免疫 染色 检测 母 本 与 父 本 核 融 合 前 的 合子 而 发 现 (Mayer et 
al. 2000) 。 刚 开始 时 ， 母 本 和 父 本 的 原核 显示 出 相同 的 着 色 ， 这 表示 卵子 和 精子 的 基因 
组 的 胞 喀 啶 甲 基 化 水 平 大 致 相同 ， 然 而 在 受精 后 几 个 小 时 ， 来 自 父 本 基因 组 的 5- 甲 基 
胞 喀 喧 水 平 发 生 显 著 的 下 降 ， 亚 硫酸 氢 盐 测序 也 证 实 其 中 一 个 基因 组 是 去 甲 基 化 的 。 虽 
然 DNA 甲 基 化 丢失 的 机 制 还 不 清楚 ， 但 是 它 必 然 包含 修饰 的 “主动 ”切除 ， 因 为 在 该 
时 期 并 没有 发 生 DNA 复制 。 有 趣 的 是 ， 在 早期 胚胎 发 生 过 程 中 母 本 基因 组 也 丢失 了 
DNA 甲 基 化 ， 但 由 于 早期 卵 裂 时 不 存在 维持 DNA 甲 基 化 因此 这 个 过 程 是 “被 动 ” 的 ， 
总 之 在 这 一 过 程 中 超过 半数 的 DNA 甲 基 化 丢失 了 ， 在 着 床 期 才 发 生 依 赖 于 Dnmt3a 和 
Dnmt3b 的 从 头 甲 基 化 。 

除 此 之 外 ， 还 有 其 他 DNA 主动 去 甲 基 化 的 报道 。 例 如 ， 在 分 化 的 辅助 工 细胞 中 ， 
白介素 2 基因 启动 子 在 没有 DNA 复制 的 情况 下 迅速 发 生 去 甲 基 化 〈 如 前 述 和 Bruniquel 
and Schwartz 2003)。 与 此 相当 的 效应 在 蛙 卵 母系 细胞 系统 中 人 为 地 得 以 再 现 。 该 系统 
中 沉默 的 甲 基 化 的 哺乳 动物 基因 Oce-4 能 够 经 过 依赖 于 基因 的 优先 去 甲 基 化 的 过 程 而 重 
新 转录 激活 (Simonsson and Gurdon 2004), 


2.6 什么 使 CpG BARS DNA 甲 基 化 影响 ? 


DNA 甲 基 化 模式 的 研究 一 直 集 中 于 哺乳 细胞 CpG 岛 如 何不 受 总 体 DNA 甲 基 化 的 
影响 。 最 简单 的 可 能 的 解释 是 ，Q@ 已 有 的 DNA 从 头 甲 基 转 移 酶 根本 无 法 使 CpG 岛 甲 
基 化 ， 但 这 好 像 是 不 可 能 的 ， 因 为 同一 细胞 中 失 活 的 那 条 XX 染色体 上 的 CpG SHAR 
甲 基 化 ， 而 有 活性 的 和 染色体 上 的 CpG 岛 保持 非 甲 基 化 。 另 外 ， 在 癌 细 胞 和 癌 细 胞 系 
中 ， 许 多 正常 情况 下 非 甲 基 化 的 CpG 岛 发 生 了 甲 基 化 ， 因 此 其 他 几 种 不 存在 排他 性 的 
关于 哺乳 细胞 DNA 甲 基 化 模式 的 解释 开始 被 大 众 接受 ; O 一 些 或 某 个 结合 在 CpG 岛 
上 的 因子 排斥 DNMT 而 使 CpG 岛 不 被 甲 基 化 ， 结 合 因 子 阻碍 DNA 甲 基 化 确 有 证 据 ， 
但 是 足迹 法 和 核酸 酶 敏感 性 检测 表明 在 核 内 CpG 岛 是 极 易 接近 的 (Lin et al. 2000); 
© CpG 岛 之 所 以 能 保持 非 甲 基 化 的 状态 是 由 于 DNA 去 甲 基 酶 可 以 主动 使 甲 基 化 的 
CpG ABE, (Frank et al. 1991) 。 目 前 已 报道 数 个 具有 去 甲 基 酶 活性 的 蛋白 ， 虽 然 这 
些 候选 去 甲 基 酶 都 尚未 证 实 ， 但 不 能 排除 这 个 猜想 ; @ 非典 型 碱 基 组 成 和 甲 基 化 的 缺 
乏 反 映 出 这 些 CpG 岛 的 异常 DNA 代谢 。 例 如 ， 有 证 据 表 明 CpG 岛 是 DNA 复制 的 源 
头 ， 它 被 复制 起 始 的 结构 影响 (Antequera and Bird 1999) 。 作 为 选择 ， 在 这 些 位 点 集 
中 了 重组 和 “或 ) 修复， 导致 高 水 平 的 DNA 代谢 (turnover), 但 这 些 活 性 如 何 排斥 
DNMT 还 不 清楚 ; © DNA 甲 基 化 被 排斥 需要 含 CpG 岛 的 启动 子 在 早期 胚胎 转录 来 保 
证 ， 在 转基因 检测 中 启动 子 的 突变 促进 CpG 岛 甲 基 化 (Brandeis et al. 1994; MacLeod 
et al. 1994) ， 高 组 织 特异 性 表达 基因 的 含 CpG 岛 的 启动 子 通常 在 早期 胚胎 中 是 表达 的 ， 
但 是 现在 还 缺少 转录 能 排斥 CpG 甲 基 化 的 证 据 。 


2.7 染色 质 结构 触 发 DNA 甲 基 化 ? 
上 述 的 假说 认为 CpG 甲 基 化 是 基因 组 的 默认 状态 ，CpG 岛 是 由 于 被 排除 在 总 体 甲 
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基 化 外 而 产生 的 。 最 近 出 现 了 一 些 不 同 的 观点 : 湾 在 的 染色 质 修饰 状态 决定 DNA 甲 基 
化 模式 ， 由 此 在 更 早期 通过 特异 途径 对 组 蛋白 的 修饰 触发 了 DNA 的 甲 基 化 或 非 甲 基 
化 ， 这 一 观点 在 链 胞 霉 和 拟 南 芥 中 得 到 了 强 有 力 的 证 据 〈 见 第 6、9 章 )。 在 这 些 系统 
中 ， 甲 基 化 并 没有 局 限 在 CpG 位 点 ， 而 是 依赖 于 组 蛋白 H3K9 甲 基 化 〈H3K9me) 的 
出 现 (Tamaru and Selker 2001; Jackson et al. 2002) 。 与 此 相关 的 是 ， 在 植物 中 已 有 人 
认为 RNAi 对 染色 质 修 饰 、 基 因 沉 默 和 DNA 甲 基 化 起 作用 (Aufsatz et al. 2002; 第 8 
章 )， 但 是 在 哺乳 动物 中 ， 这 种 联系 还 没有 很 好 的 证 据 。 哺 乳 动 物 中 CpG 甲 基 化 是 主要 
的 ， 两 种 特异 作用 于 H3K9 位 点 的 组 蛋白 赖 氨 酸 甲 基 转移 酶 (HKMT) 的 缺失 ,能够 
降低 异 染 色 质 重复 序列 内 的 CpG 甲 基 化 (Lehnertz et al. 2003) 。 另 外 ， 蔽 除 一 种 特异 
作用 于 H3K37 位 点 的 HKMT polycomb 蛋白 EZH2， 能 够 引起 EZH2 的 目标 启动 
T CpG 甲 基 化 的 丢失 (Vire et al. 2006) 。 哺 乳 动物 中 反 义 转录 触发 DNA 甲 基 化 也 有 
强力 的 证 据 。Higgs 及 其 合作 者 (Tufarelli et al. 2003) 得 到 的 结果 显示 ， 在 分 化 的 小 
鼠 胚 胎 细胞 中 通过 a 珠 蛋 白 基 因 驱 动 的 反 义 转录 产物 能 够 保证 CpG 岛 甲 基 化 ， 虽 然 这 
一 效应 的 机 制 还 不 清楚 ， 但 推测 RNAi 在 其 中 是 起 作用 的 ， 因 为 在 植物 中 它 确实 参与 了 
从 头 甲 基 化 (Zilberman et al. 2003)。RNAi 触发 从 头 甲 基 化 在 培养 的 哺乳 细胞 中 也 有 
报道 (Kawasaki and Taira 2004), 但 目前 的 数据 暗示 哺乳 动物 中 这 一 现象 不 如 植物 和 
霉菌 中 清晰 。 
2.8 SWI/SNF-like 染色 质 重 塑 蛋白 的 作用 


在 适当 甲 基 化 过 程 中 需要 染色 质 附 属 因 子 (accessory factor) 的 证 据 源 于 对 植物 的 研 
究 。 植 物 的 拟 南 芥 中 SNF2 样 蛋白 被 证 明 对 基因 组 的 完全 甲 基 化 是 必需 的 〈Jeddeloh et 
al. 1999) 。 动 物 中 也 存在 相同 的 依赖 性 ， 因 为 人 ATRX 基因 (alpha thalassemia/mental re- 
tardation syndrome X-linked) (Gibbons et al. 2000) 和 小 鼠 Lsh2 基因 Chelicase lymphoid 
specific) (Dennis et al. 2001) 的 突变 对 总 体 DNA FSB A, 而 这 两 个 基因 都 
是 编码 与 染色 质 重 塑 蛋白 SNF 相关 的 蛋白 。 尤 其 是 LSH 蛋白 的 缺失 与 拟 南 芥 DDMI 突 
变 导 致 的 表 型 吻合 ， 二 者 的 突变 体 都 丢失 了 高 重复 序列 的 甲 基 化 而 基因 组 其 他 位 置 的 甲 基 
化 没有 改变 。 基 因 组 有 效 的 甲 基 化 也 许 需要 这 些 染 色 质 重 塑 蛋白 引发 的 染色 质 结构 混乱 ， 
从 而 使 DNMT 能 够 接近 DNA，DNMT 和 染色 质 因子 之 间 的 协作 使 它们 进入 特异 的 染色 质 
区 域 ， 这 对 异 染 色 质 和 难以 靠近 的 区 域 可 能 尤其 重要 。 





3. DNA 甲 基 化 对 基因 表达 的 调控 


3.1 早期 证 据 


人 们 已 经 用 几 种 方法 检测 了 DNA 甲 基 化 对 基因 表达 调控 的 影响 。 利 用 M. Hpa Il 
人 为 甲 基 化 腺 病毒 报告 基因 的 部 分 CpG 位 点 ， 当 被 注射 到 蛙 卵 母 细胞 核 时 ， 可 以 抑制 
基因 表达 (Vardimon et al. 1982)。 与 此 类 似 的 是 ， 当 转 染 到 培养 的 哺乳 动物 细胞 中 时 ， 
腺 味 吟 磷酸 核糖 基 转 移 酶 基因 也 由 于 CpG 甲 基 化 而 沉默 《Stein et al. 1982) 。 由 于 5- 氮 
Juntate (5-azacytidine) 可 以 抑制 活体 细胞 DNA 甲 基 化 (Jones and Taylor 1980)， 使 


表 观 遗传 学 


DNA 甲 基 化 对 自然 状态 的 基因 组 DNA 影响 的 研究 成 为 可 能 ， 这 种 核 基 类似 物 进入 
DNA (RÆ TEE, H- DNA 甲 基 转 移 酶 形成 共 价 复合 物 ， 使 它 不 能 继续 甲 基 化 
DNA。 人 人 们 已 经 发 现 几 种 基因 的 沉默 ， 包 括 病 毒 基 因 组 (Harbers et al. 1981) 和 失 活 
X 染色 体 上 的 基因 (Wolf et al. 1984) 都 与 它们 的 甲 基 化 相关 ，5-azacytidine 能 够 使 它 
们 恢复 表达 (Mohandas et al. 1981) ， 这 一 结果 表明 DNA 甲 基 化 可 能 对 它们 的 表达 起 
决定 性 的 作用 ， 通 过 检测 5-azacytidine 处 理 过 的 经 纯化 的 细胞 提取 物 ， 人 们 证 实 产生 这 
一 效应 的 原因 是 DNA 甲 基 化 的 变化 而 不 是 药物 的 其 他 影响 。 用 5-azacytidine 处 理 过 的 
细胞 DNA 转 染 其 他 细胞 时 ， 失 活 X 染色 体 相关 的 次 黄 呆 叭 磷酸 核糖 基 转 移 酶 基因 得 到 
表达 ， 而 对 照 的 没有 用 5-azacytidine 处 理 过 的 细胞 DNA 不 能 使 该 基因 表达 (Venolia et 
al. 1982), 


3.2 转录 因子 结合 的 干扰 


DNA 甲 基 化 是 如 何 干扰 基因 表达 的 ? 一 种 最 明显 的 可 能 是 DNA 大 沟 中 甲 基 的 出 
BL (图 18-1) 阻碍 了 特定 基因 转录 活化 的 转录 因子 的 结合 。 许 多 转录 因子 识别 包含 
CpG 的 GC 富 集 序列 ， 当 CpG 被 甲 基 化 时 ， 其 中 一 些 转录 因子 就 不 能 结合 DNA (Watt 
and Molloy 1988), ， 小 鼠 中 CTCF (CCCTC 结合 因子 ) 蛋白 对 H19/ Ig f2 印记 作用 的 研 
究 证 明了 这 一 机 制 确实 参与 基因 表达 调控 (Bell and Felsenfeld 2000), CTCF 结合 在 转 
录 区 域 边界 (Bell et al. 1999) ， 它 能 使 启动 子 不 受 远 处 增强 子 的 影响 ， 由 于 CTCF 结合 
在 Ig f2 局 动 子 和 下 游 增强 子 之 间 ， 因 此 来 自 母 本 的 1Tfg2 基因 拷贝 是 沉默 的 ， 然 而 在 
父 本 的 基因 拷贝 中 CTCF 结合 的 CpG 位 点 是 甲 基 化 的 ， 因 此 CTCF 不 能 结合 从 而 使 下 
游 增 强 子 激活 Ig f2 的 表达 。 虽 然 有 证 据 显 示 HI19/Tfg2 印记 效应 的 产生 也 包括 其 他 原 
Al, 但 是 CTCF 代表 了 DNA 甲 基 化 能 够 调控 转录 的 显著 例子 ( 详 见 第 19 章 )。 


3.3 MÆ CpG 结合 蛋白 的 吸引 


抑制 的 第 二 种 模式 与 第 一 种 正 相 反 ， 因 为 它 包含 被 甲 基 化 CpG 吸引 而 非 排斥 的 蛋 
H (图 18-5 MÆ 18-2)， 在 能 够 支持 外 来 基因 转录 的 哺乳 细胞 提取 物 中 首先 检测 到 了 这 
种 抑制 模式 。 加 入 微量 的 DNA 允许 非 甲 基 化 的 报告 基因 转录 ， 而 甲 基 化 的 报告 基因 会 
被 抑制 (Boyes and Bird 1991); 而 增加 外 来 DNA 量 则 可 引起 甲 基 化 和 非 甲 基 化 的 模板 
转录 的 水 平 相 同 ， 这 着 味 着 有 限量 的 DNA 甲 基 化 特异 的 转录 抑制 剂 被 饱和 。 与 这 个 解 
释 相 一 致 的 是 ， 在 这 些 提取 物 中 过 量 的 甲 基 化 非特 异 竞争 DNA 解除 了 对 甲 基 化 基因 的 
抑制 。 导 和 人 哺乳 动物 细胞 和 购 卵 母 细 胞 的 甲 基 化 DNA 人 允许 基因 转录 的 实验 为 转录 的 间 
接 抑 制 提供 了 证 据 (Buschhausen et al. 1987; Kass et al. 1997) ， 沉 默 发 生 于 几 个 小 时 
后 意味 着 沉默 可 能 依赖 于 染色 质 的 装配 。 为 找到 与 甲 基 化 基因 特异 结合 的 重 白 并 产生 可 
观察 到 抑制 作用 ， 人 们 利用 随机 甲 基 化 DNA 序列 作为 探 针 进行 凝 胶 阻 滞 实 验 ， 在 多 种 
哺乳 细胞 系 中 找到 了 一 种 特异 于 甲 基 化 DNA 的 DNA- 和 蛋白 复合 体 (MeCP1) (Meehan 
et al. 1989) ， 然 而 第 一 个 被 纯化 克隆 出 的 甲 基 化 CpG 结合 蛋白 是 MeCP2。 利 用 数据 库 
已 经 鉴定 出 了 几 个 甲 基 化 CpG 结合 结构 域 (methyF-CpG-binding domain, MBD) 和 蛋白 
家 族 成 员 ， 分 别 是 MeCP2、MBD1、MBD2、MBD3 和 MBD4 (#¥ 18-2) (Bird and 
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Wolffe 1999)， 这 些 蛋 日 的 DNA 结合 结构 域 与 MeCP2 的 DNA 结合 结构 域 相 关 ， 其 中 
MBD2 是 MeCP1 复合 体 的 DNA 结合 部 分 。 
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MBD 蛋白 家 族 的 5 个 成 员 按 照 它 们 的 MBD 结构 域 排列 〈 紫 色 标 注 )， 其 他 区 域 包括 转录 
抑制 结构 域 CTRD; CXXC 结构 域 〈 锌 指 结构 域 ) ， 某 些 锌 指 结构 能 与 非 甲 基 化 的 CpG 
结合 ; GR 重复 区 ， 未 知 功能 ;TG 错 配 的 糖 基 化 酶 ， 与 脱 氨基 的 5- 甲 基 化 胞 喀 啶 的 修复 
有 关 。Kaiso 缺少 MBD 结构 域 ， 却 能 通过 锌 指 GR) 结合 甲 基 化 DNA， 并 且 与 其 他 转 
录 抑 制 因子 共有 一 个 POB/BTB 区 域 。 


表 18-2 ABW CpG 结合 蛋白 的 功能 


Kaiso 


主要 活性 

结合 相 邻 AT 的 甲 基 化 CpG; 转录 
抑制 子 

结合 相 邻 AT 的 甲 基 化 CpG; 转录 
抑制 子 

通过 MBD 结合 甲 基 化 CpG; 其 中 一 
个 剪 切 体 还 能 通过 CxxC 区 域 结 
合 CpG 
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甲 基 化 和 相关 基因 的 稳定 沉默 ， 都 依赖 于 这 个 染色 质 修 饰 反应 的 周期 性 招募 。 

要 理解 MBD 蛋白 生物 学 功能 的 首要 条 件 是 找到 它们 在 基因 组 上 的 靶 位 点 ， 人 们 推 
测 它们 识别 的 DNA 序列 特征 有 重 又 ， 因 此 它们 会 互相 竞争 同一 个 甲 基 化 位 点 。 可 令 人 
惊讶 的 是 ， 在 原 代 培 养 的 人 细胞 系 中 ，MEBD 结合 位 点 在 基因 组 中 是 基本 不 重 普 的 ， 这 
暗示 着 每 个 甲 基 化 CpG 结合 蛋白 是 被 独立 定位 的 (Klose et al. 2005) ， 最 新 证 据 显 示 
MBD 的 结合 有 DNA 序列 特异 性 〈 表 18-2) ， 这 两 者 是 吻合 的 。 例 如 ，MeCP2 对 周围 
有 一 段 AT 富 集 序列 的 甲 基 化 CpG 位 点 有 极 大 的 偏好 (Klose et al. 2005); 另外 ， 
MBD1 包含 其 他 的 DNA 结合 结构 域 ， 这 个 结构 域 是 特异 于 非 甲 基 化 CpG 的 ， 而 Kaiso 
识别 一 对 相 邻 的 甲 基 化 CpG 基 序 (Prokhortchouk et al. 2001)， 目 前 似乎 只 有 MBD2 
仅 对 甲 基 化 CpG 有 亲 和 性 。 


3.4 MeCP2 和 Rett 综合 征 


多 种 具有 抑制 因子 性 质 的 甲 基 化 CpG 结合 蛋白 的 存在 使 人 们 推测 ， 这 些 蛋白 可 能 
是 甲 基 化 信号 的 调节 者 。 当 人 们 发 现 一 种 严重 的 神经 疾病 -Rett 综合 征 (RETT) 与 
MECP2 基因 的 突变 有 关 时 ， 这 一 推测 得 到 了 极 好 的 阐释 。 具 有 X 染色 体 连 锁 的 
MECP2 基因 新 型 突变 的 杂 合 子 的 女性 易 感 RETT ( 表 18-2) (Amir et al. 1999) 。 由 于 
X 染色 体 的 失 活 是 随机 的 ， 因 此 RETT 患者 是 混杂 地 表达 突变 型 或 野生 型 基因 。 这 类 
女孩 在 6 一 18 个 月 期 间 表 现 正常 ， 但 是 之 后 她 们 会 表现 出 运动 技能 受 损 、 重 复 手 部 活 
动 、 呼 吸 异 常 、 头 小 畸形 等 症状 CR 18-2); 而 具有 同样 突变 的 半 合 子 男性 不 能 存活 。 
Mec p2 失 活 的 小 鼠 在 出 生 后 几 个 星期 内 正常 ， 但 在 第 六 个 星期 表现 出 一 系列 神经 病症 
状 ， 大 约 十 个 星期 死亡 。 这 个 延期 发 作 表 型 的 几 个 特征 类 似 人 Rett 综合 征 (Amir et 
al. 1999) 。 由 于 仅 在 小 鼠 脑 中 项 除 Mep? 基因 和 在 小 鼠 全 身 敲 除 引 发 的 症状 相同 〈( 表 
18-2) (Chen et al. 2001; Guy et al. 2001)， 因 此 ， 虽 然 MeCP2 在 小 鼠 体 内 广泛 地 表达 ， 
但 是 Mecp2 缺失 小 鼠 的 表 型 似乎 是 由 于 其 在 脑 中 的 不 表达 的 原因 所 致 生物 化 学 和 免疫 
细胞 化 学 研究 也 得 到 了 同样 的 结果 : MeCP2 在 脑 中 表达 水 平 最 高 ， 尤 其 是 神经 细胞 ， 
而 且 仅 在 神经 细胞 中 表达 MeCP2 就 能 抑制 小 鼠 表 型 的 出 现 (Luikenhuis et al. 2004), 

既然 MeCP2 的 功能 是 作为 一 个 转录 抑制 因子 ， 因 此 关于 RETT 产生 了 一 个 很 有 吸 
引力 的 假设 : 在 脑 中 一 些 需 要 MeCP2 抑制 表达 的 基因 ， 在 缺乏 MeCP2 时 得 到 表达 因 
而 导致 异常 的 神经 功能 。 哺 乳 动物 中 第 一 个 被 鉴定 出 来 的 MeCP2 靶 基 因 编 码 来 源 于 脑 
的 如 神经 因子 Bdnf (Chen et al. 2003; Martinowich et al. 2003), Bdnf 属于 需 经 神经 活 
动 诱导 才 合 成 的 蛋白 ， 它 对 于 大 脑 活 动 中 暂时 的 刺激 向 长 期 的 变化 这 一 转化 过 程 十 分 重 
要 ， 因 此 它 的 错误 调控 包含 在 RETT 的 病理 进程 中 。 有 报道 小 鼠 中 其 他 几 个 基因 的 表 
达 也 发 生变 化 ， 但 产生 的 影响 很 小 《小 于 3 倍 )， 然 而 这 些 变化 中 的 一 个 或 几 个 也 可 能 
与 RETT 表 型 有 关 。 


3.5 MBD2 调控 依赖 于 甲 基 化 的 转录 抑制 


MBD2 是 MeCP1 的 DNA 结合 组 分 (Œ 18-2) ，MeCP1 最 初 被 认为 是 细胞 提取 物 中 的 
转录 抑制 因子 (Meehan et al. 1989; Boyes and Bird 1991)， 它 是 一 个 巨大 的 多 蛋白 复合 体 ， 
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包含 NuRD (或 Mr2) 共和 制剂 复合 物 和 MBD (Wade et al. 1999), NuRD 由 组 蛋白 去 乙酰 
化 酶 和 一 个 大 的 染色 质 重 塑 蛋白 (Mi-2〉 组 成 ， 通 过 MBD2 和 其 他 几 个 DNA 结合 蛋白 ， 
NuRD 被 募集 到 DNA 上 ，( 有 趣 的 是 ， 与 MBD 类 似 但 不 结合 甲 基 化 DNA 的 蛋白 MBD3， 
是 NuRD 复合 体 的 一 部 分 ) 。 缺 乏 MBD2 的 细胞 ， 即 使 具备 其 他 甲 基 化 CpG 结合 蛋白 也 不 
能 有 效 地 抑制 甲 基 化 的 报告 基因 ， 这 就 说 明 MBD2 是 抑制 系统 的 主要 组 分 (Hendrich et 
al. 2001), MBD2 缺失 小 鼠 虽 然 母 体 行为 异常 ， 但 是 能 够 存活 和 繁育 (Hendrich et 
al. 2001) ， 而 且 细 致 的 检测 也 发 现 组 织 特异 基因 表达 的 异常 。 白 细胞 介 素 4 和 干扰 素 y 基 
因 的 表达 在 辅助 工 细胞 分 化 过 程 中 也 严重 受 损 (Hutchins et al. 2002), 例如 ， 相 当 多 数 的 
能 够 表达 干扰 素 y 的 Thl 细胞 也 表达 白细胞 介 素 4 (GE 18-2), HF MBD2 结合 白细胞 介 
素 4 基 因 ， 因 此 它 的 缺失 可 能 削弱 了 Thl 细胞 中 该 基因 的 抑制 。 


4. DNA 甲 基 化 、 突 变 和 染色 体 的 稳定 性 


4.1 DNA 甲 基 化 和 突变 


5- 围 基 化 胞 喀 啶 易 发 生 突变 ， 这 是 反对 将 DNA 甲 基 化 作为 细胞 记忆 的 表 观 遗传 系 
统 的 主要 原因 ， 胞 喀 啶 能 自发 脱 氨 基 变 成 尿 喀 啶 ， 尿 喀 啶 会 与 鸟 叮 叭 配对 (Lindahl 
1974), REEE DNA 糖苷 酶 能 够 识别 这 个 湾 在 的 突变 ， 有 效 地 移 除 不 适当 的 碱 基 并 启 
动 将 尿 喀 啶 替换 成 胞 喀 啶 的 修复 。 然 而 如 果 甲 基 化 的 胞 喀 啶 自发 脱 氨基 ， 就 会 形成 胸腺 
喀 喧 ， 虽 然 这 也 导致 错 配 ， 但 由 于 胸腺 喀 啶 是 DNA 中 自然 存在 的 碱 基 ， 因 而 不 会 被 体 
内 修复 系统 有 效 地 修复 ， 绪 果 这 个 胞 喀 啶 到 胸腺 喀 院 的 突变 以 C-T 转换 的 形式 通过 
DNA 复制 一 直 传 给 子 代 细胞 。 这 个 突变 似乎 是 人 类 遗传 疾病 中 最 常见 的 单 起 因 致 病因 
素 ， 因 为 几乎 三 分 之 一 的 点 突变 是 CpG 序列 上 的 CT 转换 (Cooper and Youssoufian 
1988)。 哺 乃 动 物 基因 组 的 CpG 含量 仅 占 序列 中 CpG 含量 的 四 到 五 分 之 一 ， 表 明了 在 
进化 过 程 中 CpG 的 不 稳定 性 (Bird 1980) 。 然 而 CpG 岛 是 唯一 的 例外 ， 因 为 该 CpG 是 
非 甲 基 化 的 并 且 是 稳定 的 。 : 

MBD4 是 目前 甲 基 化 CpG 结合 蛋白 中 唯一 具有 和 酶 活性 的 蛋白 。 它 的 C 端 结构 域 是 ， 
Hig ak aE DNA 糖苷 酶 ， 在 体外 能 选择 性 地 将 T-G 错 配 中 的 工 移 除 (Hendrich et 
al. 1999) 。 人 们 和 希望 这 一 活性 能 够 修复 5- 甲 基 化 胞 喀 啶 脱毛 基 。 与 这 个 假设 相 一 致 的 
是 ，MBPY 缺失 的 小 鼠 在 染色 体 报 告 基因 上 表现 出 更 多 的 甲 基 化 胞 喀 喧 位 点 突变 Mil- 
lar et al. 2002) ， 另 外 ，Meopd 基因 敲 除 的 小 鼠 在 腺 瘤 性 息肉 基因 (adenomatous polypo- 
sis coli, APC) 上 有 C>T 突 变 ， 而 且 患 肠 瘤 的 概率 增加 〈 表 18-2) 。 值 得 注意 的 是 ， 
尽管 体内 存在 专门 的 修复 系统 ， 但 胞 喀 啶 甲 基 化 仍然 是 突变 的 热点 。 


4.2 DNA 甲 基 化 和 染色 体 不 稳定 性 


虽然 DNA 甲 基 化 是 易 突变 的 ， 但 是 有 证 据 显示 它 的 出 现 有 利于 染色 体 的 稳定 。 小 
鼠 由 于 Dnmtl 的 亚 等 位 基因 Chypomorphic) 突变 而 DNA 甲 基 化 水 平 只 有 正常 的 
_ 10 站 ， 这 样 的 小 鼠 经 常 有 三 条 15 号 染色 体 而 发 生 温润 性 的 细胞 淋巴 瘤 (Gaudet et 
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al. 2003). ICF 综合 征 的 患者 的 DNMT3B 突变 或 小 鼠 的 Dnmt3b 失 活 ， 都 会 导致 各 种 
染色 体 异 常 ， 包 括 染 色 体 融合 、 断 裂 和 非 整 倍 性 (Ehrlich 2003; Dodge et al. 2005) ， 这 
些 结 果 很 有 趣 ， 因 为 癌症 经 常 表 现 出 与 肿瘤 发 生 和 侵 润 相关 的 低 甲 基 化 水 平 ， 对 此 的 一 
个 可 能 的 解释 是 DNA 甲 基 化 能 够 纠正 染色 体 分 离 ， 而 DNA 甲 基 化 的 缺失 使 染色 体 融 
合 的 几率 增加 。DNA 甲 基 化 能 够 抑制 哺乳 动物 基因 组 中 基因 表达 和 逆转 座 子 的 重组 ， 
因而 使 染色 体 不 会 发 生 无 益 的 重组 。 实 际 上 ， 在 胚胎 发 育 和 精子 发 生 过 程 中 ，DNA P 
基 化 已 经 被 证 明 在 逆转 座 子 的 转录 沉默 中 起 关键 作用 (Walsh et al. 1998; Bourc’ his 
and Bestor 2004), 
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虽然 人 们 对 哺乳 动物 中 DNA 甲 基 化 生物 学 功能 的 了 解 越 来 越 多 ， 但 目前 这 还 远 不 
够 。 例 如 ， 我 们 对 于 CpG 甲 基 化 的 变异 比例 以 及 诱导 甲 基 化 模式 改变 的 内 因 和 外 因 并 
不 像 遗 传 突变 那样 清楚 。 越 来 越 多 的 证 据 表 明 ，DNA 甲 基 化 和 组 蛋白 修饰 与 许多 复杂 
疾病 的 发 病 机 理 有 关 ， 因 此 基因 组 表 观 遗传 状态 的 调节 有 可 能 成 为 治疗 这 些 疾病 的 新 途 
径 ， 我 们 期 待 将 来 这 些 令 人 兴奋 的 研究 领域 出 现 新 进展 。 


5.1 诱导 表 观 遗传 改变 的 外 因 


哺乳 动物 基因 组 的 DNA 甲 基 化 模式 在 发 育 过 程 中 是 受 高 度 调 控 的 ， 而 外 在 因素 ， 
如 何 影响 DNA 甲 基 化 和 基因 表达 还 不 清楚 。 最 近 已 有 研究 表明 外 因 是 如 何 诱导 长 期 生 
物 效应 的 表 观 遗传 改变 。 例 如 人 们 发 现 大 鼠 母 亲 的 行为 可 以 使 后 代 的 DNA 甲 基 化 产生 
稳定 的 变化 ，Weaver 和 合作 者 报道 收 到 母亲 不 同 关 怀 的 幼 鼠 在 糖 皮 质 激 素 受 体 〈glu- 
cocorticoid receptor, GR) 基因 的 启动 子 区 域 的 甲 基 化 是 不 同 的 ， 这 种 不 同 反 过 来 与 
GR 的 表达 正 相 关 ， 而 且 这 种 不 同 抑制 持续 到 成 年 (Weaver et al. 2004) 。 另 外 也 有 报道 
指出 成 年 母 鼠 的 饮食 也 会 改变 后 代 的 DNA Pe., Agouti 是 小 鼠 的 显 性 性 状 基因 ， 赋 
予 小 鼠 皮毛 旦 褐色 (RPR agouti 色 ) 的 特征 。 可 转 座 的 逆转 录 病 毒 元 件 揪 人 到 基因 中 
能 够 产生 几 个 豚鼠 AVY (agouti viable yellow) 等 位 基因 ， 在 具有 这 种 等 位 基因 的 小 
BUH, agouti 的 表达 被 道 转录 病毒 元 件 的 长 末端 重复 序列 (ong terminal repeat, LTR) 
控制 ， 这 些小 鼠 的 皮毛 不 是 有 黄色 斑点 就 是 与 野生 型 毛色 相同 ，LTR 启动 子 的 甲 基 化 
状态 决定 这 种 颜色 变化 ， 因 此 皮毛 颜色 成 为 DNA 甲 基 化 的 一 个 外 在 表征 。 当 眼 食 怀孕 
母 鼠 含有 甲 基 化 原料 〈 如 叶酸 、 胆 碱 和 甜菜 碱 ) 的 饲料 时 ， 它 们 的 后 代 皮 毛 颜色 就 趋 回 
于 褐色 ， 这 与 LTR 启动 子 甲 基 化 升 高 一 致 (Cooney et al. 2002; Waterland and Jirtle 
2003) 。 这 些 结果 都 瞳 示 了 外 在 因素 能 够 诱导 甲 基 化 状态 的 稳定 改变 ， 这 或 许 是 外 因 带 
来 长 期 生物 效应 的 机 制 。 对 于 哺乳 动物 来 说 ， 表 观 遗 传 机 制 在 基因 与 环境 的 相互 作用 中 
占 了 多 大 比重 以 及 环境 因素 如 何 转化 成 表 观 状态 ， 是 未 来 需要 解决 的 问题 。 


5.2 表 观 遗传 不 稳定 和 复杂 疾病 
许多 复杂 疾病 ， 如 工 型 糖尿 病 、 精 神 分 裂 症 、 自 身 免疫 疾病 和 癌症 等 ， 虽 然 表现 出 
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可 遗传 的 特征 ， 但 是 与 孟 德尔 遗传 规律 并 不 十 分 相符 。 动 态 表 观 遗传 机 制 为 这 些 复杂 疾 
病 的 某 些 特征 提供 了 不 同 的 解释 ， 包 括 晚期 发 作 、 性 别 效应 、 父 母 本 效应 、 同 卵 双 生子 
的 差异 和 症状 的 波动 等 (Petronis 2001) 。 虽 然 已 有 证 据 表 明 瘤 症 与 异常 DNA 甲 基 化 和 
组 重 白 修饰 相关 ， 但 表 观 遗传 在 其 他 复杂 疾病 的 病因 中 的 作用 还 很 不 清楚 ， 这 些 复杂 疾 
病 通 常 很 难 被 检测 到 遗传 突变 ， 而 正常 人 群 和 患者 群 之 间 基 因 组 范围 的 DNA 甲 基 化 模 
式 的 比较 ， 可 以 成 为 研究 这 些 复杂 疾病 的 表 观 遗传 基础 的 切入 点 。 


5.3 ”可逆 表 观 遗传 状态 的 调节 


大 部 分 表 观 遗传 修饰 是 可 道 的 ， 这 就 使 对 表 观 遗传 状态 的 调节 成 为 治疗 瘤 症 和 其 他 
疾病 的 一 个 潜在 的 新 选择 。 一 些 改变 DNA 甲 基 化 模式 或 抑制 组 蛋白 去 乙酰 化 酶 的 药物 
已 经 在 临床 试验 中 得 到 检验 (Egger et al. 2004) ， 其 中 一 些 表 现 出 抗 癌 效 应 。 实 际 上 ， 
去 甲 基 化 药物 5-azacytidine 最 近 获 得 了 美国 食品 与 药物 管理 局 的 批准 ， 用 于 治疗 崔 髓 发 
育 不 良 综合 征 。 这 是 一 种 多 相 疾 病 ， 患 者 的 造血 细胞 形态 异常 。5-azacytidine 和 其 他 核 
苷 酸 类 似 物 能 够 与 DNA 结合 ， 其 临床 上 的 应 用 由 于 毒性 受到 限制 ， 这 鼓舞 人 们 寻找 能 
够 直接 抑制 DNA 甲 基 转 移 酶 或 作用 于 其 他 表 观 遗传 调控 因子 的 药物 。 由 于 DNA 甲 基 
化 仅 是 复杂 的 表 观 遗传 调控 网 络 的 一 个 部 分 ， 或 许可 以 利用 DNA 甲 基 转 移 酶 或 组 蛋白 
去 乙酰 化 酶 抑制 剂 来 最 大 化 治疗 效果 和 最 小 化 毒性 ， 并 与 其 他 抗 瘤 手 段 结合 起 来 ( 详 见 
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哺乳 动物 的 基因 组 印记 在 医学 、 社 会 学 以 及 知识 层面 都 有 着 极 大 的 意义 : 中 临床 上 
对 遗传 特征 和 疾病 的 控制 ，@ 使 用 辅助 生育 技术 控制 人 类 和 动物 繁育 的 能 力 ; OA DR 
术 和 后 基因 组 医疗 研究 的 进步 。 如 今 讨论 任何 遗传 问题 ， 不 管 是 研究 还 是 医疗 ， 都 有 必 
要 考虑 某 个 基因 是 否 是 父母 双 源 (二 倍 体 ) 表达 或 受到 基因 组 印记 的 影响 而 父母 单 源 特 
异性 〈 单 倍 体 ) 的 表达 。 令 人 惊讶 的 是 ， 尽 管 基因 组 印记 对 人 类 健康 有 如 此 重要 的 作 
用 ， 它 的 存在 却 直到 20 世纪 90 年 代 初 期 才 被 广泛 接受 ， 在 这 之 前 发 现 小 鼠 中 有 三 个 基 
因明 确 地 具有 父母 源 特异 性 表达 。 

整个 染色 体 的 父母 源 特异 性 行为 早 在 20 世纪 30 年 代 就 在 节肢 动物 染色 体 的 细胞 遗 
传 学 研究 中 得 以 观察 ‘Chandra and Nanjundiah 1990) 。 有 趣 的 是 ,“ 染 色 体 印记 ”这 一 
词语 是 在 描述 一 些 三 节肢 动物 种 属性 别 决定 中 起 重要 作用 的 父 源 特异 性 染色 体 消 除 现象 
中 被 首次 用 到 (Crouse et al. 1971) 。 值 得 注意 的 是 ， 哺 乳 动物 X 染色 体 的 染色 体 印 记 
可 导致 所 有 雌性 有 袋 动物 细胞 及 老鼠 胚 外 组 织 内 的 一 条 X 染色 体 发 生父 源 特 异性 染色 
体 失 活 (Cooper et al. 1971) 。 与 此 同时 ， 经 典 遗传 学 家 们 正在 做 带 有 染色 体 易 位 突变 
小 鼠 ， 这 为 观察 到 印记 基因 表达 提供 了 条 件 。 一 些 本 来 被 用 作 定 位 染色 体 上 基因 的 “ 易 
位 ”小 鼠 显示 出 父母 源 特 异性 的 表 型 。 它 们 有 两 份 来 自 亲 本 一 方 的 特定 染色 体 区 域 ， 而 
没有 从 另 一 方 得 到 这 被 称 作 单亲 双 体 型 (uniparental disomy, UPD) (图 19-1) 。 这 些 
结果 暗示 了 “特定 的 父 源 或 母 源 基因 的 单 倍 表达 对 于 小 鼠 正 常 发 育 很 重要 ” (Searle and 
Beechey 1978) 这 一 可 能 性 。 同 时 ， 另 一 些 遗 传 学 家 用 一 种 特殊 的 小 鼠 突变 体 ， 即 在 17 
号 染色 体 上 有 大 段 缺 失 的 “发 卡 - 尾 ” (Hairpin-Tail) 小 鼠 ， 明 确 推翻 了 遗传 学 的 一 个 
基本 命题 “在 给 定位 点 杂 合 的 生物 体 表 型 相同 ， 不 管 是 哪个 配子 贡献 了 哪个 等 位 基因 给 
这 个 基因 型 ”(Johnson，1974) 。 相 反 ， 从 母亲 得 到 “发 卡 - 尾 缺失 ”小 鼠 体 积 增 大 ， 而 
且 在 胚胎 发 育 的 中 途 就 会 死亡 ; 而 从 父 源 传递 得 来 遗传 学 上 相同 的 染色 体 的 小 鼠 则 可 以 
存活 并 且 可 育 (图 19-1) 。 事 后 注意 到 ， 对 于 这 些 遗 传 易 位 和 人 缺失 的 实验 ， 尽 管 在 哺乳 
动物 中 有 印记 染色 体 失 活 的 现象 , 但 更 被 认同 的 解释 是 这 些 常 染色 体 上 的 基因 主要 
在 单 倍 体 的 卵子 或 精子 中 起 作用 并 修饰 后 来 胚胎 发 育 过 程 中 用 到 的 和 蛋 昌 质 。 尽 管 如 此 ， 
父 源 和 母 源 基 因 组 差异 化 功能 的 概念 渐渐 得 以 站 稳 脚跟 ， 并 有 “ 母 源 基 因 组 的 ”发 卡 - 
尾 “ 染 色 体 区 域 中 在 正常 情况 下 可 能 是 活跃 的 ， 而 父 源 的 相同 部 分 却 被 特异 地 失 活 了 ” 
(McLaren 1979) 这 种 说 法 的 提出 。 

在 证 明 哺 乳 动物 基因 组 印记 存在 的 过 程 中 ， 一 个 重要 的 进步 是 几 年 后 使 用 核 移植 技 
术 来 试验 能 否 只 用 小 鼠 卵 子 细胞 核 来 产生 二 倍 体 单 亲 胚 胎 。 核 移植 技术 从 一 个 刚刚 受精 
的 受精 卵 中 取出 一 个 供 体 肉 原 核 或 者 雄 原 核 ， 并 用 精密 的 微 注射 管 将 其 置 于 受 体 受精 卵 
(已 经 相应 的 去 除了 雄 原核 或 崔 原 核 ) 中 ， 产 生 新 的 二 倍 体 胚 胎 ， 不 同 的 是 该 胚胎 含有 . 
两 套 母 源 或 父 源 基因 组 (分 别 被 叫做 孤 肉 和 孤 梭 胚胎 ，gynogenetic and androgenetic 
embryos) (图 19-2) 。 这 项 技术 首先 被 用 来 证 明 受 精 的 “发 卡 - 尾 ”突变 鼠 胚 胎 中 取得 
的 细胞 核 转 移 到 野生 型 变 体 卵子 中 并 不 能 存活 。 这 证 明了 ， 不 是 卵子 的 细胞 质 ， 而 是 肛 
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孤 肉 胚胎 FEW 孤 雄 胚胎 
致死 可 生存 致死 
图 19-2 ”哺乳 动物 繁殖 中 需要 一 套 父 源 和 一 套 母 源 基 因 组 
核 移植 技术 使 用 微 注射 管 和 高 倍 显微镜 从 刚 受 精 的 卵子 中 取出 只 〈 或 雄 ) 原核 并 将 其 以 不 同 组 合 方式 植 人 
另 一 个 已 经 被 去 核 “ 宿 主 ” 受 精 卵 ， 产 生 新 的 二 倍 体 胚 胎 ， 它 们 具有 两 套 母 源 〈 孤 内 REA GRE) 基 
因 组 ,或 有 双亲 基因 组 。 孤 肉 和 孤 雄 胚胎 在 胚胎 发 育 早期 就 死亡 ， 只 有 含 一 个 肉 核 和 一 个 雄 核 的 重建 胚胎 
(野生 型 可 以 存活 并 繁殖 后 代 。 这 些 实验 表明 在 哺乳 动物 生殖 中 母 源 和 父 源 基因 组 都 是 必需 的 ， 而 且 暗 
示 两 套 亲本 基因 组 表达 了 完整 胚胎 发 育 所 需要 的 不 同 的 一 整套 基因 。 


最 值得 注意 的 例子 有 Prader-Willi 症 (似乎 专 由 父 源 遗 传 引起 ) $ (Reik 1989)。 新 技 
R (将 特定 基因 序列 显 微 注射 到 小 鼠 受 精 卵 中 〉 产生 的 转基因 小 鼠 也 可 以 提供 进一步 的 
依据 ， 但 这 个 技术 经 常 被 DNA 甲 基 化 的 问题 所 困扰 ， 因 为 这 种 甲 基 化 常常 出 人 意料 地 
引起 体 细胞 组 织 中 转基因 的 沉默 。 然 而 这 个 “问题 ”本 身 就 更 为 亲本 染色 体 有 不 同 功能 
这 一 观点 增加 了 筹码 ， 因 为 有 实验 表明 一 些 转 基因 在 它们 获得 DNA 甲 基 化 的 能 力 上 也 
表现 出 亲本 特异 的 差异 。 这 种 特异 性 常常 表现 为 母 源 遗 传 的 转基因 得 到 甲 基 化 而 父 源 的 
没有 ， 尽 管 在 一 小 部 分 情况 下 DNA 甲 基 化 差异 与 父 源 特 异性 表达 相对 应 。 虽 然 之 后 发 
现 了 许多 “转基因 ” 甲 基 化 印记 与 小 鼠 内 源 基 因 组 印记 之 间 的 多 处 相似 ， 但 它们 之 间 有 
一 些 可 以 区 分 的 特征 (Reik et al. 1990) 。 这 包括 对 背景 效应 的 高 度 易 感性 ， 即 在 很 多 
情况 下 ， 印 记 行为 需要 一 种 混合 背景 才 显 露 ， 不 能 在 不 同 染 色 体 整合 位 点 维持 印记 的 表 
达 ， 以 及 表现 印记 效应 时 对 外 源 DNA 序列 的 需要 (Chaillet et al. 1995) 。 

尽管 有 很 多 支持 性 的 数据 ， 哺 乳 动物 存在 基因 组 印记 的 最 终 证 据 要 靠 发 现 显示 亲本 
特异 性 表达 基因 。1991 年 ， 三 个 小 鼠 印 记 基 因 终 于 发 现 。 其 中 第 一 个 ， 类 胰岛 素 生 长 
因子 2 型 受 体 (Insulin-like growth factor receptor-2, Igf2r, 是 生长 激素 基因 Ig f2 
的 “清道 夫 ” 受 体 ) 是 母 源 表 达 的 印记 基因 。 后 来 发 现 这 个 基因 可 以 解释 “发 卡 - 尾 
小 鼠 突 变 体 过 度 生 长 的 表 型 (Barlow et al. 1991) 。 几 个 月 后 ， 已 知 具 有 生长 激素 功能 
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生 的 ， 而 这 只 有 在 配子 形成 过 程 和 受精 后 约 12 小 时 之 内 发 生 (图 19-3) 。 最 有 可 能 的 情 
饥 是 配子 印记 在 精子 产生 时 产生 于 父 源 印 记 基 因 上 而 卵子 发 生 时 产生 于 母 源 印记 基因 上 。 
KTF “Mw” DNA 序列 的 另 一 个 关键 性 特征 是 ， 它 只 可 能 在 两 个 亲本 配子 中 的 一 个 中 被 
修饰 ;因此 需要 有 两 种 类 型 的 识别 系统 : 一 个 精子 特异 的 ， 一 个 卵子 特异 的 ， 二 者 都 靶 向 
一 段 不 同 的 DNA 序列 。 其 他 几 个 特征 也 是 印记 所 需要 的 ， 印记 一 旦 建立 就 必须 在 相同 
亲本 染色 体 上 维持 下 去 ， 即 使 到 了 受精 后 形成 胚胎 二 售 体 的 时 候 也 是 如 此 。 句 印记 必须 在 
胚胎 及 成 体 动物 的 每 次 细胞 分 裂 之 后 从 同一 条 亲本 染色 体 得 到 。@ 它 必须 是 可 以 擦 除 的 。 
最 后 一 点 很 重要 ， 因 为 胚胎 会 按照 一 种 或 者 肉 性 或 者 雄性 的 途径 发 育 ， 而 它们 的 性 腺 需要 
只 产生 一 种 类 型 的 印记 单 倍 体 亲 本 配子 。 由 于 生殖 细胞 是 从 胚胎 二 倍 体 细 胞 而 来 的 〈 图 
19-3) ， 它 们 必须 在 得 到 配子 的 印记 之 前 首先 抹 掉 其 父 源 和 母 源 印 记 。 

配子 印记 是 怎么 定义 的 呢 ? 无 需 太 拘泥 于 其 语义 学 上 的 含义 ， 印 记 的 概念 只 是 将 母 
源 基 因 拷 贝 从 父 源 基因 拷贝 区 分 开 的 一 种 表 观 遗传 修饰 。 

印记 必须 能 使 转录 机 器 在 同一 个 核 内 区 别 对待 母 源 和 父 源 基因 拷贝 。 预 计 配 子 印 记 
是 在 所 有 发 育 阶段 持续 存在 的 〈 图 19-3)， 因 此 可 以 通过 比较 胚胎 或 成 体 组 织 的 母 源 和 
父 源 染色 体 上 的 表 观 遗传 学 修饰 (使 用 图 19-1 中 概括 的 方法 ) 在 发 育 中 追溯 到 它 的 来 
源 而 找到 印记 。 组 蛋 日 将 DNA 包装 到 染色 体 中 ， 配 子 印 记 可 以 是 DNA 或 组 蛋白 的 修 
饰 。 尽 管 哺乳 动物 中 已 知 的 只 有 一 种 类 型 的 DNA 表 观 遗传 修饰 ， 即 DNA Pe 
第 18 章 ) ， 但 组 蛋白 却 有 多 种 修饰 类 型 ， 包 括 甲 基 化 、 乙 酰 化 、 磷 酸化 、sumo 化 及 泛 
素 化 〈 见 第 10 章 ) ， 它 们 还 可 能 被 有 特异 性 功能 的 组 蛋白 变 体 所 替代 〈 见 第 3、13 章 )。 
理论 上 任何 这 些 表 观 遗 传 修饰 都 可 以 成 为 印记 。 可 以 推论 : 负责 这 些 表 观 遗 传 修饰 的 酶 
类 会 在 两 个 配子 之 一 中 专门 表达 而 且 特 异地 与 一 条 亲本 染色 体 相 结合 以 便 在 细胞 分 裂 时 
复制 这 些 修饰 。 然 而 ， 如 第 三 节 中 所 说 ， 目 前 只 有 DNA 甲 基 化 被 清楚 地 证 明 在 哺乳 动 
物 中 起 到 了 配子 印记 的 作用 ， 而 且 是 唯一 已 知 的 可 继承 的 修饰 。 

配子 印记 是 如 何 控制 印记 基因 的 表达 呢 ? 正如 以 上 的 推理 ， 我 们 需要 “保持 开放 的 
想法 ”来 看 印记 是 否 导致 某 一 个 亲本 拷贝 的 基因 被 激活 或 是 抑制 。 要 理解 印记 是 如 何 运 
作 的 ， 我 们 需要 三 方面 的 信息 :中 哪 条 亲本 染色 体 携带 有 印记 ; 外 哪 条 亲本 染色 体 带 有 
这 个 印记 基因 的 可 表达 等 位 基因 ; @ 印 记 序 列 相 对 此 印记 基因 表达 的 或 沉默 的 等 位 基因 
的 位 置 。 用 这 种 方法 我 们 知道 配子 印记 可 以 一 次 性 地 在 整个 基因 簇 上 都 起 作用 。 这 些 印 
记 基 因 簇 含有 3 一 10 个 印记 基因 ， 基 因 簇 长 度 为 100 一 3000kb 不 等 (详细 信息 请 登录 
http://www. mgu. har. ac. uk/research/imprinting/)。 印 记 基 因 簇 中 大 多 数 都 是 的 编码 
蛋白 mRNA 的 印记 基因 ,但 至 少 有 一 个 非 编 码 RNA 印记 (non-coding RNA, 
ncRNA) 基因 。 

由 于 印记 基因 在 基因 得 中 的 排列 形式 是 让 一 些 基 因 从 一 条 亲本 染色 体 上 得 到 表达 而 
另 一 些 从 另 一 条 上 表达 ， 所 以 要 弄 清 楚 印 记 如 何 运 作 并 不 总 是 那么 简单 。 人 研究 印记 对 基 
因 艇 中 某 一 单个 基因 的 作用 是 可 能 的 ， 但 研究 它 在 整个 基因 簇 的 效应 会 进一步 拓宽 人 们 
的 认识 ， 这 将 在 第 3 节 更 详细 地 阐述 。 有 一 件 事 情 却 是 清楚 的 大 自然 没有 选取 最 简单 
的 模式 一 一 印记 靶 疝 启动 子 ， 而 是 优先 沉默 配子 中 的 印记 基因 。 相 反 、 印 记 似 乎 通常 是 
丢 问 了 在 相同 染色 体 上 影响 多 个 基因 表达 的 长 程 顺 式 作用 抑制 子 。 
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3. 基因 组 印记 中 的 关键 发 现 


3.1 印记 基因 对 胚胎 和 新 生 儿 生长 的 控制 作用 


哺乳 动物 的 基因 组 印记 有 什么 功能 ? 回答 这 个 问题 的 方法 之 一 是 确定 已 知 印记 基因 
在 体内 的 作用 。 现 代 技 术 使 得 小 鼠 基 因 功 能 可 以 通过 将 基因 序列 突变 功能 缺失 来 确定 。 
运用 这 种 “ 同 源 重组 ”技术 ， 在 78 个 抑制 印记 基因 中 确定 了 26 个 基因 的 功能 (原始 参 
考 文 献 见 http://www. mgu. har. ac. uk/research/imprinting/function. html), #@ 19-1 
列 出 了 这 些 基 因 ， 依 据 它们 在 小 鼠 发 育 中 功能 及 其 表达 的 亲本 等 位 基因 进行 分 类 排列 。 
至 今 最 大 的 一 类 包括 了 影响 胚胎 、 胎 盘 、 或 《完全 依靠 母乳 的 ) 新 生 儿 生长 的 印记 基 
因 。 在 这 一 大 类 中 约 有 一 半 是 有 生长 促进 因子 作用 的 父 源 表达 印记 基因 (胚胎 中 此 基因 
缺陷 表现 为 生长 迟滞 ); 另 一 半 是 有 生长 抑制 因子 作用 的 母 源 表达 印记 基因 (胚胎 中 此 
基因 缺陷 则 表现 为 生长 亢进 ) 。 仅 次 于 此 一 类 的 基因 如 缺失 也 不 会 引起 胚胎 发 育 明 显 缺 
陷 。 第 三 大 类 基因 若 缺 失 则 产生 行为 或 神经 上 的 缺陷 。 剩 下 的 3 个 被 测 基因 导致 多 种 彼 
此 无 关 的 缺陷 。 这 些 结果 没有 为 所 有 印记 基因 指明 功能 ， 在 某 种 意义 上 令 人 失望 ; 然而 
在 黑暗 的 一 端 可 能 有 光亮 ， 因 为 这 些 结果 确实 告诉 我 们 超过 50% 的 印记 基因 有 上 胚胎 或 
新 生 儿 生长 调控 因子 的 作用 。 更 有 趣 的 是 ， 母 源 表 达 的 生长 调控 基因 会 抑制 子 代 生 长 ， 
而 相同 分 类 中 父 源 表达 基因 却 促进 生长 。 所 研究 的 印记 基因 中 有 20% 活 跃 于 神经 过 程 
中 ， 其 中 一 些 通 过 改变 母 源 行为 而 影响 新 生 儿 生长 速率 。 最 令 人 困惑 的 是 在 胚胎 发 育 中 
没有 明显 生物 学 功能 的 一 类 ， 大 约 占 了 所 测 印记 基因 的 25%， 这 与 试图 找到 选择 压力 
获得 印记 基因 表达 这 个 出 发 点 不 相符 。 


表 19-1 印记 基因 的 功能 (由 基因 缺失 实验 得 出 ) 


母 源 基因 功能 父 源 
—Ig fer 胚胎 .胎盘 和 出 生 后 阶段 的 发 育 缺 陷 +Igf2 
—Gnas +Gnaszxl 
— Tssc3 /Ipl -+ Pegl /Mest 
— Mash2 + Peg3 / Pul 
—Grbl0 /Megl 十 Rasgr fl 
—/+Cdknic + Dikl 
Nesp + Peg] /Mest 
Ube3a 行为 或 神经 缺陷 十 Peg3 /Pwl 
Kenql * +Rasgr fl 
Ashi 精子 发 生 其 他 缺陷 Np BR FER 
Dentin a 
H19 ncRNA Surpn/Snur f 
Slc22a2 没有 胚胎 或 新 生 儿 的 明显 缺陷 Frat3 
Sl22a3 Ins? 


sin i a a a a a 
注 ;( 母 源 ) 母 源 表 达 印 记 基 因 ,( 父 源 ) 父 源 表达 印记 基因 , (十 ) 生 长 促进 效应 (一 ) 生 长 抑制 效应 (一 /十 ) 分 化 中 
有 缺陷 但 生长 调节 状态 不 明 ,( * ) 附 加 的 分 化 鲜 陷 (原始 数据 请 参考 http://www. mgu. har. mre. ac. uk/research/im- 


printing/ function. html), 
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3.2 ”哺乳 动物 中 基因 组 印记 的 功能 


基因 功能 分 析 能 帮助 我 们 理解 为 何 哺乳 动物 存在 基因 印记 。 对 不 同 种 类 哺乳 动物 的 
基因 组 印记 的 研究 给 出 了 一 些 思路 。 胎 生 哺 乳 动物 如 小 鼠 和 人 类 以 及 有 和 袋 类 〈 如 负 鼠 和 
小 袋鼠 ) 都 有 基因 组 印记 。 卵 生 哺 乳 动物 OBESA 看 上 去 缺少 印记 基因 
(尽管 深入 的 研究 还 没有 进行 ) 。 胎 生 哺 乳 动物 和 有 袋 类 动物 有 不 同 生 殖 方式 ， 但 这 两 种 
方式 都 直接 影响 胚胎 对 母亲 的 营养 吸收 。 相 反 ， 在 卵 中 发 育 的 胚胎 不 能 直接 影响 到 母 源 
物质 。 许 多 痊 椎 和 非 疹 椎 类 动物 都 采取 卵 生 ， 值 得 注意 的 是 ， 它 们 还 可 以 进行 孤 肉 生 
殖 一 一 一 种 肉 性 配子 不 经 过 雄性 配子 的 受精 而 直接 发 育成 一 个 新 的 二 们 体 个 体 的 生殖 方 
st EERE. 孤 肉 胚胎 由 相同 母 源 基 因 组 复制 产生 ， 而 图 19-3 中 描述 的 双 肉 胚胎 则 由 两 
套 不 同 的 母 源 基因 组 产生 ) 。 生 物体 进行 孤 肉 生殖 的 能 力 很 可 能 暗示 了 它们 完全 没有 基 ， 
因 组 印记 ， 因 为 这 显示 了 其 父 源 基因 组 是 可 以 或 缺 的 。 然 而 在 哺乳 动物 中 ， 印 记 基 因 表 
达 控制 胎儿 发 育 的 直接 后 果 是 不 能 进行 孤 峻 生殖 ， 母 源 和 父 源 亲 本 对 产生 可 存活 的 后 代 
所 都 是 必需 的 ， 所 以 哺乳 动物 完全 依靠 有 性 生殖 产生 可 存活 子 代 〈 图 19-4). SEA 
迄今 没有 在 哺乳 动物 中 发 现 ， 尽 管 有 一 些 相反 的 提 法 。 但 有 报道 指出 通过 操纵 Igf2 这 
一 印记 基因 艇 ,已 经 产生 了 一 些 具有 二 售 体 母 源 基 因 组 的 稀有 小 女 (Kono et al. 2004) 。 





图 19-4 ”印记 基因 在 哺乳 动物 生殖 中 起 到 作用 
哺乳 动物 是 二 倍 体 ， 单 倍 体 的 卵子 被 单 倍 体 精 子 结合 之 后 才能 产生 二 倍 体 胚 胎 。 只 有 雌性 在 结构 上 被 赋 子 
了 生殖 的 能 力 ， 但 是 它们 不 能 以 孤 肉 生殖 的 方式 来 繁殖 ， 因 为 胎儿 生长 所 需 的 重要 基因 是 有 印记 的 而 且 在 
母 源 染 色 体 上 被 沉默 了 ， 这 些 基因 只 在 父 源 染 色 体 上 表达 。 因 此 两 套 亲 本 基因 组 都 是 哺乳 动物 生殖 所 必需 
Aje IEE: 由 相同 母 源 基因 组 的 两 份 拷贝 产生 二 倍 体 子 代 。 


为 何 通常 基因 组 印记 仅 存在 于 一 些 哺乳 动物 中 而 不 从 背 椎 动物 中 进化 出 来 呢 ? 这 与 
基因 组 印记 的 三 大 特征 有 关 : 即 多 数 印记 基因 有 生长 调节 功能 ;印记 基因 的 存在 限于 胎 
生 和 有 袋 类 动物 ; 父 源 基 因 对 胎儿 发 育 的 必需 性 。 此 绪论 支持 了 下 述 两 个 同样 吸引 人 的 
假说 。 


S19 ”哺乳 动物 基因 组 印记 


第 一 个 假说 提出 基因 组 印记 是 对 “亲本 冲突 ” 产生 的 应 答 而 进化 来 的 《Moor and 
Haig 1991)， 这 种 冲突 是 由 于 母 源 、 父 源 基 因 组 有 相反 的 利益 所 引起 。 胚 胎生 长 依赖 一 
个 亲本 但 是 受 含 有 两 个 亲本 基因 组 的 胚胎 的 影响 。 父 源 表 达 的 印记 基因 被 认为 增加 胚胎 
生长 ， 而 使 含有 特定 父 源 基 因 组 的 子 代 个 体 竞争 力 最 大 化 ; 母 源 表 达 的 印记 基因 被 认为 
抑制 胎儿 生长 ， 这 使 得 母 源 物质 能 更 公平 地 分 给 所 有 子 代 并 且 增 加 了 母 源 基因 组 向 多 个 
子 代 的 传递 ， 但 它们 却 可 能 含有 不 同 的 父 源 基 因 组 。 

第 二 个 假说 叫做 “滋养 层 防御 ” (trophoblast defense) (Varmuza and Mann1994) 。 
认为 母 源 基 因 组 由 于 结构 上 能 进行 内 部 繁殖 ， 如 果 卵 子 自发 的 激活 会 引起 全 面 胚胎 发 
育 ， 母 体 就 会 受到 威胁 ;而 雄性 缺乏 这 种 内 部 繁殖 必需 的 解剖 学 结构 ， 所 以 即便 精 原 细 
胞 目 然 被 激活 ， 它 也 没有 威胁 。 因 此 认为 印记 要 么 沉默 了 母 源 染 色 体 上 促进 胎盘 发 育 的 
基因 ， 要 么 激活 了 限制 这 一 进程 的 基因 。 所 以 胎盘 形成 必需 的 基因 只 能 在 受精 后 从 父 源 
基因 组 中 得 到 表达 。 

如 果 可 能 ， 那 么 二 者 之 中 哪个 假说 能 够 正确 解释 哺乳 动物 的 基因 组 印记 的 进化 呢 ? 
两 个 假说 都 提出 了 印记 基因 在 调控 胎盘 发 育 和 功能 的 作用 ， 然 而 亲本 冲突 和 滋养 层 防 御 
模型 都 没有 完全 解释 所 有 的 现象 (Wilkins and Haig 2003)。 人 们 注意 到 一 个 有 趣 的 现 
和 象 ， 台 是 在 植物 豚 乳 中 也 发 现 了 印记 基因 。 胚 乳 被 比 作 哺乳 动物 的 胎盘 ， 因 为 它 将 营养 
物质 从 亲本 植物 传递 到 胎盘 〈 见 第 11 章 )。 这 个 发 现 增强 了 以 下 论点 的 说 服 力 ， 基因 组 
印记 进化 成 调节 亲 体 和 子 代 间 营 养 传递 的 一 种 方式 。 更 完全 或 替代 性 地 解释 哺乳 动物 当 
中 基因 组 印记 功能 能 来 自 两 类 实验 结果 ，Q9 在 整个 基因 艇 检查 “印记 ”的 功能 ， 而 不 是 
仅仅 使 小 鼠 某 单个 印记 基因 缺失 观察 表 型 。@@ 准 确 得 到 基因 是 如 何 被 印记 的 。 有 可 能 一 
个 簇 中 不 是 所 有 基因 都 是 印记 机 制 的 特定 目标 而 一 些 可 能 只 是 该 进程 “无 就 的 旁观 者 ”， 
所 以 它们 的 功能 对 于 基因 组 印记 的 作用 来 说 没有 提供 太 多 信息 。 被 印记 机 制 影响 的 “无 
事 的 劳 观 者 ”基因 的 存在 令 人 满意 地 解释 了 为 何在 发 育 中 没有 明显 生物 学 功能 的 印记 基 
因 会 如 此 之 多 E 19-1)。 


3.3 ”印记 基因 成 欠 存 在 并 受 印 记 控 制 元 件 的 调控 


迄今 发 现 十 条 小 鼠 染 色 体 共有 大 约 80 个 印记 基因 ， 大 多 数 以 基因 艇 形式 存在 
(Verona et al. 2003). 8 条 染色 体 上 (分别 为 2 号 、6 号 、7 号 、9 号 、11 号 、12 号 、 
15 号 和 17 号 ) 共有 11 个 印记 基因 艇 分 布 ， 而 只 在 3 条 染色 体 上 发 现 (为 2 号 、14 号 
和 18 号 ) 单个 的 印记 基因 。 印 记 基 因 簇 的 存在 强烈 暗示 了 某 一 共同 的 DNA 元 件 会 顺 
式 调节 多 个 印记 基因 的 表达 。 目 前 这 些 印 记 基因 簇 中 只 有 6 个 比较 了 解 。 表 19-2 列 出 
了 主要 印记 基因 的 名 字 dgr, Igf2. Kengi, Gnas, Diki FHAR) 或 疾病 相关 的 
Pws 能， 引起 Prader-Willi 综合 征 ， 将 在 第 23 章 中 详细 讨论 。 这 六 个 基因 簇 含 有 3~10 
个 印记 基因 ， 分 别 为 100 一 3000kb 的 DNA 片段 。 

图 19-5 显示 了 典型 印记 基因 簇 中 的 亲本 特异 性 表达 。 这 6 个 艇 的 共同 特征 是 它们 
都 有 一 个 带 配 子 甲 基 化 印记 的 DNA 区 域 ， 叫 做 配子 差异 性 DNA 甲 基 化 区 域 (differ- 
entially DNA-methylated region，DMR)。 如 果 甲 其 化 印记 在 一 个 配子 中 建立 而 且 只 在 
胚胎 二 倍 体 细胞 的 一 条 亲本 染色 体 上 维持 ， 就 叫做 配子 甲 基 化 印记 (gametic methyla- 


表 观 遗传 学 


tion imprint), FEDORA (Igf2r, Kengi, Gnas, Pws), WP DMR 有 着 在 卵子 发 
生 中 得 到 的 母 源 甲 基 化 印记 ， 而 在 Igf2 A Dk 两 个 簇 中 有 精子 发 生 中 获得 的 父 源 甲 
基 化 印记 。 在 所 有 6 个 例子 当中 ， 配 子 DMR 都 控制 整个 或 部 分 基因 艇 的 表达 且 因 此 被 
定 为 艇 的 印记 控制 元 件 〈imprinting control element, ICE) (Spahn and Barlow 2003). 


印记 基因 


NY 





图 19-5 印记 基因 只 在 一 个 亲本 等 位 基因 中 表达 而 且 常 常 聚集 成 篮 存 在 
多 数 印记 基因 在 基因 簇 中 发 现 ， 其 中 含有 多 种 编码 蛋白 的 mRNA 和 至 少 一 个 非 编码 RNA (ncRNA)。 非 印记 基 
因 也 可 能 在 其 中 人 存在。 印记 机 制 是 顺 式 作用 的 ， 印 记 表 达 由 含有 从 一 个 亲本 配子 带 来 的 印记 控制 元 件 所 调控 。 
一 对 二 倍 体 染 色 体 以 粉红 色 〈 母 源 表达 的 印记 基因 ) 和 蓝 色 〈 父 源 表 达 的 印记 基因 ) 表示 。IG， 印 记 的 mRNA 
基因 ; IG-nc， 印 记 的 ncRNA 基因 ; NG， 非 印记 基因 ICE， 印记 控制 元 件 ， 箭头， 表达 的 基因 ;停止 符号 ， 
被 抑制 的 基因 。 


表 19-2 显示 出 每 个 印记 基因 簇 都 对 应 多 个 mRNA 和 至 少 一 个 ncRNA。 其 中 四 个 
LAR Ug fer, Kenql. Igf2 和 DAI) 的 工作 方式 比较 简单 ， 带 有 甲 基 化 配子 DMR 
的 染色 体 表 达 多 个 mRNA, 而 不 表达 ncRNA (如 图 19-5 所 描述 的 母 源 配子 DMR). # 
带 非 甲 基 化 配子 DMR 的 染色 体 表达 形式 则 与 前 者 相反 多 个 mRNA 表达 被 抑制 而 
ncRNA #8234. RIPPER (Gnas 和 Pws) 的 表达 方式 很 复杂 ， 其 印记 mRNA 在 
两 条 染色 体 上 都 表达 ， 而 印记 的 ncRNA 只 在 带 有 非 甲 基 化 DMR 的 染色 体 上 表达 。 从 
K 19-2 可 以 看 出 ,在 三 个 艇 (Igf2r、Kcnql 、Gnas) 中 ncRNA 启动 子 是 位 于 印记 
mRNA 的 一 个 内 含 子 之 中 的 ， 而 在 剩 下 的 艇 中 ，ncRNA 启动 子 被 分 开 但 与 印记 的 
mRNA 基 因 靠 得 很 近 。 在 一 个 印记 基因 簇 中 ， 紧 密 混 合 着 活跃 和 沉默 的 基因 ， 这 暗示 
着 影响 印记 基因 的 沉默 和 激活 机 制 不 是 分 散 的 而 可 能 限制 于 被 影响 基因 的 附近 。 尤 其 是 
沉默 ncRNA 的 启动 子 位 于 活跃 转录 基因 的 内 含 子 中 ， 这 一 点 暗示 着 沉默 机 制 甚至 可 
能 ， 仪 在 调节 元 件 周围 ， 而 没有 分 布 在 一 个 基因 的 全 长 范围 。 

配子 DMR 有 什么 样 的 作用 呢 ? 配子 DMR 可 以 使 母 源 或 父 源 甲 基 化 ， 删 除 这 些 
DMR 的 结果 几乎 都 与 此 说 法 一 致 ， 但 其 中 也 有 一 些 有 趣 的 例外 (图 19-6)。 在 三 个 簇 
中 (Igf2r、Kcngl 、Dik1)， 实 验 性 地 删除 甲 基 化 配子 DMR 没有 影响 ， 然 而 删除 其 非 
甲 基 化 的 DMR 则 完全 逆转 了 父 源 特异 性 的 表达 形式 并 使 其 失去 ncRNA Ri, PERN 
等 位 基因 上 mRNA 的 同时 表达 (Lin et al. 1995; Zwart et al. 2001; Fitzpatrick et 
al. 2002) 。 有 两 个 能 (Gnas 和 Pws) 所 含 配子 DMR 似乎 不 止 一 个 ， 并 且 显 示 出 更 复杂 
的 行为 ， 但 这 些 行 为 与 这 种 模式 还 是 有 一 些 相 似 之 处 的 (Williamson et al. 2006). 
Ig f2 RUSA: 甲 基 化 和 非 甲 基 化 的 DMR 删除 都 会 引起 mRNA 和 ncRNA 的 表达 发 
生 顺 式 变化 (Thorvaldsen et al. 1998), 


第 19 章 ”哺乳 动物 基因 组 印记 


表 19-2 小 鼠 基因 组 印记 基因 签 特征 
HAR ”基因 染色 体 编 号 A BA) pi mRNA 及 其 ncRNA 及 ncRNA 
类 型 RA 小 鼠 / 人 类 ”化 印记 (kb WAE 表达 其 表达 方向 
I 型 Igfer 17/6 M 400 4 Ig f2r(M) Air(P) 5 igflr 反 义 
Slc22a2 (M) 
Slc22a3 (M) a 
Kenql 7/11 M 700 10 Mash2 (M) Kenqlotl (P) 与 Kenql Bt 
Kengl (M) 
Cd81 (M) 
Cdknic (M) 
Msuit(M) 
$1c2211(M) 
Tpi( MD) 
Tssc4 (M) 
Obphl (MD 
Pws 7/145 M 3000: £7 Ube3a (M) x Ube3aas (P) j Ube3a RX GES 
Snrpn 在 同 义 方向 
tHe) 
Atpl0c (M) x* IPWC(P) 
Frat3 (P) * Mkrn3as(P) 
Mkrn3 (P) * PEC (P) 
Ndn(P) # PEC3 (P) 
Magel (P) * Pwerl CP) 
Surpn(P) 。。* 可 能 为 一 个 
长 的 ncRNA 
Gnas 2/20 M(X2) 100 5 Nesp(M) 1Nespas(P) 1E Nesp RN 
Gnas(M) 2Exonl ACP) 2 与 Gnas X. 
Gnasxl(P) 
[型 Igf2 ?7/11 P 100 3 Ig f2(P) H19(M) 正义 KES 
Ins (P) 
Dik! 9/14 P 1000 7 DIk1 (P) Gtl2 (M) * 与 Diki 同 义 
Dio3 (P) Rian(M) x 
REL (P) Rtllas (M) * 也 和 Rel] RM 
Mirg(M) * 
* 可 能 含有 更 
长 的 ncRNA 





注 :(M) 母 源 (P) 父 源 (DMR) 差 异 甲 基 化 区 域 细节 在 文章 中 给 出 〈 经 修改 摘自 Beechey et al. 2005 [http:// 
www. mgu. har. mre. ac. uk/research/imprinting ]) 。 
以 上 配子 DMR 删除 实验 一 开始 没有 上 暗示 到 配子 DMR 的 共同 作用 ， 而 要 知道 其 准 
确 功 能 需要 明确 DMR 在 每 个 基因 簇 中 相对 于 印记 基因 的 位 置 。 在 三 个 有 着 最 简单 表达 
方式 的 基因 簇 中 Cg flr. Kengi, Dikl) 配子 DMR 要 么 含有 要 么 控制 了 ncRNA 的 表 
达 ; 因此 缺失 此 元 件 会 明显 导致 ncRNA RIKER. Ig f2? BAR PET DMR 却 不 是 
直接 控制 H19 启动 子 的 ， 而 是 改变 了 Igf2 和 HI19 之 间 的 作用 以 及 二 者 共有 的 增强 子 ， 
通过 这 种 方式 调控 它们 的 表达 。 尽 管 有 这 些 不 同 ， 一 般 来 说 非 甲 基 化 的 配子 DMR 在 所 
有 六 个 基因 簇 中 都 隐 含 着 有 ncRNA 表达 正 调控 因子 的 作用 ， 而 DNA 甲 基 化 印记 的 存 
在 也 与 ncRNA 的 抑制 有 关 。 配 子 DMR 删除 的 实验 数据 清楚 地 分 辨 出 这 些 区 域 是 主要 
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印记 染色 体 非 印 记 染 色 体 
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基因 表达 无 改变 表达 类 似 于 “印记 ”染色 体 


图 19-6 ”印记 表达 受 配子 DMR 调控 
左边 为 从 印记 染色 体 CARA) 删除 配子 DMR 的 效应 。 右 边 为 从 非 印记 染色 体 CRA) 删除 了 配子 DMR 的 效 
应 。 在 许多 印记 基因 簇 中 (如 Igf2r，Kcngl 和 DLRI)， 实 验 性 删除 GDMR 只 影响 带 有 非 印 记 G-DMR 的 染 
色 体 。 这 导致 编码 蛋白 mRNA 的 印记 基因 IG) 去 抑制 而 ncRNA 印记 基因 CIG-NC) 被 抑制 。 注 意 在 此 处 
RSH HCA Ug? 和 Pros)， 甲 基 化 的 GDMR 似乎 也 为 顺 式 表达 一 些 印记 mRNA 所 需要 。 
del， 被 删除 的 DNA G-DMR 配子 差异 甲 基 化 区 域 ， NG， 非 印记 基因 ;， 箭头， 表达 的 等 位 基因 ;停止 符号 ， 
被 抑制 的 等 位 基因 ;，IMPRINT， 导 致 基因 表达 顺 式 改变 的 表 观 遗传 修饰 。 


的 ICE， 其 活性 被 DNA 甲 基 化 调控 。 

尽管 只 有 初步 数据 ， 人 们 却 已 经 尝试 定义 了 两 种 类 型 的 印记 基因 簇 ( 表 19-2). I 
WA AREARE ncRNA 和 多 种 mRNA 之 间 有 颠倒 的 亲本 表达 特异 性 ， 这 个 通用 性 
质 是 相同 的 ， 但 能 被 分 为 三 种 形式 。@ I 型 基因 徐 有 着 母 源 DNA 甲 基 化 印记 (如 
Ig fer, Kenql, Pws 和 Cras)， 而 开 型 市 有 父 源 DNA 甲 基 化 印记 (Ig 所 和 Dikl), 
O | ARM AC Re aK ERIK ncRNA 而 下 型 基因 簇 从 母 源 染 色 体 上 表达 。 轩 工 型 
EAP ncRNA 启动 子 在 内 含 子 之 中 并 产生 与 多 个 印记 mRNA 基因 ， 并 合 有 着 反 义 
方向 的 转录 物 ， 而 在 了 型 基因 簇 中 启动 子 在 内 含 子 下游 并 与 多 个 印记 mRNA 基因 中 至 
少 一 个 的 正义 方向 相同 (Regha et al. 2006), 


3.4 印记 基因 艇 中 至 少 含 有 一 个 非 编 码 RNA 


在 12 个 抑制 印记 基因 簇 中 有 8 个 与 ncRNA 相关 (O'Neill 2005) 。 参 与 RNA 加 工 
和 翻译 过 程 (如 剪接 、 转 移 和 核糖 体 RNA) 之 外 的 ncRNA 之 前 被 认为 只 占 哺乳 动物 
基因 组 很 小 一 部 分 。 现 在 ， 由 于 已 知 小 鼠 和 人 类 的 基因 组 全 序列 并 可 以 进行 转录 组 学 分 
” 析 ， 进 而 可 知 一 个 给 定 细 胞 群 中 的 所 有 RNA 转录 物 。 通 过 这 种 分 析 可 知 ， 哺 乳 动 物 转 
录 物 《不 计 参 与 加 工 和 翻译 的 cRNA) PREAH ncRNA 组 成 ， 而 不 是 编码 蛋白 的 
mRNA， 这 一 点 很 邻 人 惊讶 。 这 种 绝对 大 量 的 ncRNA 转录 物 存 在 于 哺乳 基因 组 中 ， 而 
HFS ncRNA 与 已 知 的 编码 蛋白 的 基因 重 委 ， 这 都 暗示 着 它们 不 应 被 视 为 “转录 品 
音 ”， 而 可 能 组 成 一 种 新 的 ， 还 未 知 的 基因 调控 系统 (Mattick 2005)。 已 经 有 一 个 名 为 
NONCODE 的 网 站 收集 着 所 有 生物 中 功能 性 ncRNA 的 有 关 数 据 (http:// 
noncode. bioinfo. org. cn) 。 有 些 哺乳 动物 ncRNA 有 基因 调节 功能 ， 这 类 ncRNA 包括 
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参与 RNAi 途径 的 “ 短 ”ncRNA (21~30bp) (第 8 章 );“ 基 因 之 间 ” 调 控 周 围 染 色 质 
活性 的 未 加 工 转 录 产 物 〈Houssecker and Proudfoot 2005) 以 及 “长 的 ”经 过 加 工 的 
ncRNA， 如 和 染色 体 失 活 相 关 的 Xist (第 17 章 ) 。 

哪些 ncRNA 与 印记 基因 艇 相关 呢 ? 对 表 19-2 中 的 6 个 印记 基因 艇 相关 的 ncRNA 
进行 的 分 析 虽 然 还 不 完全 ， 但 得 到 了 一 些 相 似 点 和 差异 处 。 有 三 个 印记 ncRNA 为 异常 
KERA RNA, Air 为 108kb (Lyle et al. 2000), Kenglot] 最 终 长 度 还 未 确定 ， 但 至 
少 有 60kb (Mitsuya et al. 1999) ， 而 Ube3aas 可 能 超过 1000kb (Landers et al. 2004). 
相反 ，HI19 ncRNA 只 有 2. 3kb (Brannan et al. 1990), Gti? ncRNA 有 多 个 可 变 前 接 转 
录 产 物 ， 而 人 们 也 注意 到 了 下 游 基因 间 转 录 ， 所 以 还 可 能 有 更 长 的 转录 单位 〈Tierling 
et al. 2005), Nespas ncRNA 很 大 ， 甚 至 无 法 用 RNA 杂交 来 分 辨 , 全 长 仍然 未 知 
CWroe et al. 2000) 。 所 有 这 些 印 记 的 ncRNA 基因 看 上 去 都 只 含有 很 少 的 内 含 子 ， 即 内 
含 子 /外 显 子 比率 很 低 ， 或 者 像 成 熟 转录 物 一 样 不 再 被 剪接。 之 前 有 人 认为 所 有 印记 基 
因 都 只 含 很 少 内 含 子 , 但 可 能 这 只 对 印记 的 ncRNA 是 正确 的 《Hurst et al. 1996). 
ncRNA 的 进一步 特征 是 Ube3aas Fl Grl2 的 下 游 转 录 物 为 小 核 RNA (small nucleolar 
RNA, snoRNA, 它们 可 能 对 mRNA 进行 修饰 ， 是 转录 后 调节 因子 ) MR RNA 
(miRNA， 转 录 和 转录 后 mRNA 调控 中 涉及 ) 的 作用 对 象 。snoRNA 不 直接 作用 于 簇 
中 的 印记 mRNA 基因 ， 它 们 可 能 在 印记 机 制 本 身 没有 起 到 作用 (Seitz et al. 2004) 。 类 
似 的 ，Dikl EH miRNA 与 簇 中 一 个 mRNA 基因 的 转录 后 抑制 有 关 ， 但 还 没有 检测 
它们 在 调控 艇 的 印记 表达 上 的 作用 (Davis et al. 2005) 

印记 ncRNA 的 两 个 特征 上 暗示 其 对 沉默 簇 中 印记 mRNA 基因 有 作用 。 DncRNA 一 
般 在 印记 mRNA 基因 相反 的 亲本 中 特异 性 表达 CR 19-2); @@ 携 带 配子 甲 基 化 印记 的 
DMR 控制 了 整个 基因 簇 的 印记 表达 ， 三 个 例子 (Air, Kenglotl, Gnas 外 显 子 la) 
中 ， 它 与 ncRNA 启动 子 发 生 重 县 。 这 可 能 暗示 印记 是 为 调节 每 个 印记 簇 中 ncRNA 进 
化 而 来 ， 删 除 携 带 配 子 DMR 的 非 甲 基 化 序列 的 实验 印证 了 这 个 说 法 : 在 实验 中 ， 测 试 
Ig f2r,. Kenql . Gnas, Pws 和 DRI # (Wutz et al. 1997; Bielinska et al. 2000; Wil- 
liamson et al. 2006) 时 发 现 失去 了 ncRNA 表达 而 获得 了 印记 mRNA 基因 的 表达 (图 
19-6), Ig f2 基因 簇 则 是 一 个 例外 ， 因 为 非 甲 基 化 的 配子 DMR 似乎 不 是 H19 ncRNA 
的 直接 调控 子 (Thorvaldsen et al. 1998), 

两 个 来 自 于 I 型 印记 基因 簇 的 ncPRNA (Air 和 Kecnglot1) 和 一 个 来 自 下 型 秘 的 
H19 被 用 于 实验 直接 检测 ncRNA 自身 的 作用 。 将 108kb 的 Air ncRNA 截 短 到 3kb 后 
发 现 ncRNA 自身 对 于 沉默 le fer 簇 中 所 有 三 个 mRNA 基因 是 必要 的 ， 所 以 这 个 
ncRNA 有 着 调节 作用 (Sleutels et al. 2002) 。 另 外 ， 将 160kb 的 Kenglot] ncRNA 截 短 
到 1. 5kb 后 也 发 现 这 个 ncRNA 直接 参与 沉默 更 大 的 Keng RP AAA +T mRNA 基 
因 CMancini-DiNardo 2006)。 相 反 ， 精 确 删 除了 H19 ncRNA 及 其 启动 子 并 没有 对 内 胚 
BARE Ig ff 艇 的 印记 产生 影响 ， 尽 管 中 胚 层 组 织 中 有 一 些 印 记 的 丢失 (Schmidt et 
al. 1999)。 因 此 两 个 I 型 母 源 印记 入 有 共同 ncRNA 依赖 的 沉默 机 制 ， 而 这 与 至 今 仅 有 
的 荆 型 父 源 印记 簇 使 用 的 是 不 同 的 绝缘 子 依赖 模 型 。 哺 乳 动物 是 否 只 有 这 两 种 基础 印记 
机 制 (一 个 父 源 制 ， 一 个 母 源 ) 还 有 答 新 印记 簇 的 发 现 。 


表 观 遗传 学 


3.5 DNA 甲 基 化 在 基因 组 印记 中 的 作用 


1991 年 最 早 发 现 的 三 个 内 源 印 记 基 因 ， 使 研究 者 知道 了 细胞 的 表 观 遗传 系统 如 何 
将 一 个 基因 加 上 亲本 印记 。 最 初 也 是 最 容易 检测 的 标记 为 DNA 甲 基 化 一 一 哺乳 动物 中 
共 价 地 给 CpG 中 胞 喀 啶 加 上 甲 基 的 一 种 修饰 。DNA 甲 基 化 是 通过 从 头 甲 基 转 移 酶 的 作 
用 得 到 的 ， 之 后 在 体内 随 着 细胞 分 裂 ， 由 维持 甲 基 化 转移 酶 来 维持 ( 见 第 18 章 ) 。 因 此 
这 种 修饰 满足 图 19-3 中 所 概括 的 亲本 身份 标记 或 “印记 ”的 标准 ， 因 为 @ 它 可 以 在 精 
子 或 卵子 中 由 只 作用 于 一 个 配子 的 从 头 合 成 的 甲 基 转 移 酶 建立 ; @ 它 可 以 在 每 次 细胞 分 
裂 时 通过 维持 甲 基 转移 酶 被 稳定 继承 ;图 它 可 以 在 生殖 系 中 被 氛 除 而 在 下 一 代 中 重建 ， 
这 可 由 被 动 去 甲 基 化 也 可 能 通过 去 甲 基 化 酶 主动 完成 。 

DNA 甲 基 化 可 能 潜在 两 种 不 同 的 基因 组 印记 功能 。@ 它 可 以 只 存在 于 一 个 配子 的 
染色 体 上 来 帮助 一 个 亲本 等 位 基因 沉默 。 这 是 因为 DNA 甲 基 化 与 基因 抑制 相关 。 为 了 
确定 它 确切 作用 ， 首 先 必要 指明 DNA 甲 基 化 只 在 一 条 亲本 染色 体 上 存在 (也 就 是 一 个 
DMR)。 避 有 必要 确定 哪些 印记 基因 以 及 基因 调控 装置 中 哪些 部 分 是 被 DNA 甲 基 化 标 
记 的 。 启 动 子 或 长 程 正 负 调控 元 件 上 甲 基 化 标记 的 位 置 对 基因 表达 有 不 同 的 作用 ; 最 
后 ， 有 必要 明确 DMR 是 在 哪个 发 育 阶段 形成 的 。 如 果 是 在 配子 发 生 时 期 ， 而 且 在 体 细 
胞 的 相应 位 置 维持 下 来 〈 配 子 DMR) ， 它 可 能 就 是 印记 。 如 果 它 是 在 胚胎 形成 二 倍 体 
后 加 到 基因 上 〈 体 细胞 DMR), ， 这 时 两 条 亲本 染色 体 在 同一 个 细胞 当中 了 ， 则 不 可 能 
是 身份 标记 ， 却 可 能 对 维持 亲本 特异 性 沉默 有 作用 。 

亲本 等 位 基因 特异 性 DNA 甲 基 化 在 多 数 印 记 簇 中 都 有 发 现 。 例 如 Ie? BABA 
个 位 于 H19 ncRNA 上 游 2kb 处 的 配子 DMR， 它 只 在 父 源 配子 中 甲 基 化 而 其 后 在 所 有 体 
细胞 组 织 中 都 维持 着 这 种 状态 (Bartolomei et al. 1993; Ferguson-Smith et al. 1993), 
类 似 的 配子 DMR 也 覆盖 了 Air ncRNA 的 启动 子 ， 后 者 只 在 沉默 的 母 源 基因 拷贝 中 存 
在 ， 是 在 雄性 配子 中 获得 的 〈Stoger et al. 1993)。 令 人 惊讶 的 是 ， 配 子 DMR 不 是 在 这 
ee Ug f2, Igfér) 中 主要 的 印记 基因 启动 子 区 域 发 现 的 。 相 反 ， 沉 默 的 Igf2 启动 
子 没 有 被 甲 基 化 而 沉默 的 Tgf2r 启动 子 处 于 一 个 体 细胞 DMR 中 (Sasaki et al. 1992; 
Stoger et al. 1993)。 相 似 的 ， 在 另外 四 个 深入 研究 的 印记 基因 簇 中 Pws, Keng, 
Gnas 和 Dik1), 发 现 配 子 DMR 在 带 有 印记 ncRNA 的 沉默 拷贝 的 染色 体 上 是 甲 基 化 的 
(Shemer et al. 1997; Liu et al. 2000; Takada et al. 2002; Yatsuki et al. 2002) 。 

体 细 胞 DMR 的 情况 不 多 ， 只 在 每 个 簇 中 少数 蛋白 编码 的 印记 基因 上 出 现 ， 暗 示 
DNA 甲 基 化 可 能 在 维持 印记 基因 表达 中 的 作用 有 限 (Stoger et al. 1993; Moore et 
al. 1997; Ytsuki et al. 2002) 。 删 除 小 鼠 的 配子 DMR 导致 多 个 基因 的 印记 完全 丢失 ， 
证 明 这 类 DMR 也 是 整个 簇 的 主要 ICE (图 19-6) (Wutz 1997; Thorvaldsen et 
al. 1998; Bielinska et al. 2000; Fitzpatrick et al. 2002; Lin et al. 2003; Williamson et 
al. 2006) 。 相 反 ， 体 细胞 DMR 缺失 影响 了 相关 印记 基因 ， 但 印记 表达 被 艇 中 其 他 基因 
维持 (Constancia et al. 2000; Sleutels et al. 2003)。 

Dnmt 基因 家 族 突变 能 引起 基因 组 范围 的 DNA 甲 基 化 缺失 ， 突 显 了 其 调控 印记 基 
因 表 达 的 重要 的 作用 。 从 头 甲 基 化 酶 Dnmt3a、 甲 基 化 酶 激活 因子 Dmnt3L 或 是 维持 性 


第 19 章 ”哺乳 动物 基因 组 印记 


甲 基 化 酶 Dnmtl 的 突变 会 产生 DNA 甲 基 化 缺陷 型 胚胎 ， 它 们 的 印记 基因 表达 发 生疏 
变 〈 见 第 18 BF), USEC Ug f2. Ig fer. Keng 和 Dik1〉 受 此 干扰 产生 的 结 
有 果 ， 有 上 暗示 了 DNA 甲 基 化 一 般 抑制 了 表达 成 能 mRNA 基因 的 同一 亲本 染色 体 上 配子 
DMR 的 作用 。 因 此 如 果 没 有 DNA 甲 基 化 ， 配 子 DMR 也 无 法 正常 工作 ， 导 致 了 几 个 印 
HRA aA (包括 Ig f2. Ig fer. Keng 和 DRI)， 在 两 条 亲本 染色 体 上 都 被 抑 
制 了 。 这 意味 着 这 些 mRNA 基因 在 哺乳 动物 基因 组 中 的 缺 省 状态 是 沉默 的 ， 需 要 表 观 
遗传 的 激活 才 会 表达 。 值 得 注意 的 是 ，HI19 ncRNA 正常 情况 下 只 在 带 有 非 甲 基 化 配子 
DMR 的 染色 体 上 表达 ， 此 处 却 在 两 条 亲本 染色 体 上 都 有 表达 (第 18 章 ) 。 而 在 胎盘 中 
显示 印记 表达 的 基因 有 一 些 例外 (Lewis et al. 2004), 

其 他 表 观 遗传 修饰 的 类 型 是 否 也 作为 配子 印记 存在 呢 ? 哺乳 动物 基因 组 中 的 表 观 遗 
传 机 制 是 很 多 的 〈 第 3 章 )， 所 以 DNA 甲 基 化 不 可 能 仅 通 过 印记 机 制 。 影 响 染 色 质 活 
性 状态 的 组 蛋白 修饰 也 可 能 产生 亲本 印记 ， 它 们 也 能 满足 图 19-3 中 的 多 个 前 提 条 件 。 
然而 至 今 为 止 ， 只 有 一 个 polycomb 复合 体 的 成 分 蛋白 Eed (催化 组 蛋白 H3K27 甲 基 
化 ) 影响 了 一 些 父 源 抑制 的 基因 。Eed 对 于 基因 组 印记 的 影响 相对 于 DNA 甲 基 化 来 说 
小 得 多 ， 可 能 只 起 到 维持 的 作用 (Mager et al. 2003). 

DMR 如 何 被 配子 甲 基 化 系统 所 选择 呢 ? 将 已 知 的 配子 DMR 进行 序列 比 对 ， 并 没 
有 发 现 明 显 的 序列 保守 性 ， 只 有 一 些 含有 一 系列 正 向 重复 序列 ， 这 些 序列 可 能 有 引起 
DNA 甲 基 化 的 二 级 结构 (Neumann et al. 1995), DMR 序列 相对 于 其 余 基 因 组 明显 富 
含 CpG， 这 很 像 哺乳 动 物 基 因 组 中 超过 半数 基因 肩 动 子 含 CpG 岛 (第 18 章 ) 。 引 人 注 
目的 是 CpG 岛 启动 子 有 一 个 关键 特征 是 它们 常常 缺少 DNA 甲 基 化 ， 而 且 早 期 胚胎 细 
胞 中 有 一 些 的 机 制 来 保持 启动 子 CpG 岛 不 被 甲 基 化 (Antequera 2003) 。 不 过 CpG $ af 
以 在 肿瘤 和 衰老 过 程 中 变 成 甲 基 化 。 

有 两 个 发 现 阐 明了 DNA 甲 基 化 是 如 何 定 位 到 DMR 序列 的 。 第 一 个 发 现 是 H19 配 
子 DMR 甲 基 化 的 父 源 特异 性 是 由 于 母 源 配子 中 此 区 域 本 来 应 该 进行 的 甲 基 化 被 CTCF 
蛋白 阻止 (Fedoriw et al. 2004, W, 3.6 节 )。 这 可 能 暗示 着 DNA 甲 基 化 系统 缺乏 特异 
性 。 第 二 个 发 现 是 甲 基 化 附属 蛋白 Dnmt3L 在 肉 雄 配子 中 起 不 同 作用 。 雄 配子 中 ， 
Dnmt3L 在 逆转 座 子 的 甲 基 化 和 沉默 中 起 主要 作用 ， 而 在 DMR 甲 基 化 上 作用 甚 徽 ; 相 
反 ， 在 卵子 中 ， 它 在 DMR 甲 基 化 上 起 主要 作用 ， 而 在 逆转 座 子 甲 基 化 中 没有 功能 
(Bourc’his and Bestor 2006) 。 逆 转 座 子 是 可 移动 的 遗传 元 件 ， 在 哺乳 动物 基因 组 中 大 
量 存在 ， 它 可 以 通过 RNA 中 间 体 复制 然后 在 新 的 基因 组 位 点 插入 (Kazazian 2004), 
使 逆转 座 子 甲 基 化 沉默 的 蛋白 也 可 以 进行 DMR 甲 基 化 ， 这 一 点 说 明基 因 组 防御 DNA 
人 侵 所 需 的 机 制 也 被 用 于 在 母 源 生殖 系 中 产生 印记 (Barlow1993)。 


3.6 ”印记 基因 簇 中 两 种 类 型 的 顺 式 沉默 作用 


目前 ， 针 对 于 多 个 基因 簇 中 控制 印记 的 机 制 ， 提 出 了 两 类 顺 式 沉默 的 假说 ， 绝缘 子 
模型 (适用 于 Ie f2 HR WR ncRNA 介 导 的 沉默 模型 (适用 于 le fer Al Keng] R). S 
然 没有 全 部 确定 ， 表 19-2 中 的 大 多 数 基因 簇 的 某 些 方面 都 符合 之 。 在 Ief 位 点 ， 将 位 
于 H19 转录 起 始点 上 游 2kb, Igf2 转录 起 点 下 游 80kb 的 配子 DMR 删除 ， 取 得 突破 性 


3. 绝缘子 模型 -Igf2 簇 
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b. ncRNA 模 型 -Igf2 簇 


ES ET OTE 
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父 源 染色 体 


Air ncRNA 顺 式 沉默 三 个 基因 
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起 到 的 作用 之 后 ， 人 们 发 现 了 其 他 印记 基因 如 Rasgr fl, Grbl0, Kenglot] 上 的 CTCF 
结合 位 点 ， 说 明 绝 缘 子 模型 也 可 能 在 其 他 印记 基因 簇 中 起 作用 。 

然而 ， 印 记 模 型 中 的 ncRNA 模式 可 能 更 普遍 一 些 。 在 一 个 实验 中 ， 人 们 把 108kb 
的 Air ncRNA 截 短 到 3kb (Sleutels et al. 2002)， 从 而 发 现 了 印记 基因 簇 中 的 功能 性 
ncRNA. WRAN ncRNA 保持 着 印记 的 DNA 甲 基 化 ， 然 而 Igf2r 簇 中 三 条 mRNA 
基因 的 沉默 都 失去 了 〈 图 19-7)。 现 在 也 发 现 ncRNA 调节 的 沉默 机 制 在 Kengl RPE 
起 作用 (Mancini-DiNardo 2006)。 此 时 并 不 知道 Air 和 Kenglot] ncRNA 是 如 何 沉默 
其 所 在 基因 簇 中 的 基因 的 ， 许 多 模型 都 可 能 参与 解释 这 两 个 簇 。 这 两 个 簇 中 的 mRNA 
和 ncRNA 之 间 有 正义 - 反 义 的 重 玖 关系 ， 这 说 明 有 两 种 可 能 性 : (mRNA, ncRNA 之 
间 可 以 形成 双 链 RNA， 引 起 RNA 〈 见 第 8 章 ) 。@ 正 义 - 反 义 的 重要 关系 引起 两 个 局 
动 子 之 间 的 转录 干扰 ， 而 这 个 干扰 只 影响 mRNA 启动 子 的 转录 。 两 种 情况 下 ， 第 一 个 
事件 都 是 重合 的 mRNA 的 转录 后 沉默 ， 之 后 受 抑 制 的 染色 质 不 断 积累 ， 并 且 蔓 延 到 整 
MB, FR RACE HBA. 

当然 ， 也 可 能 是 印记 ncRNA BETREE, RS E N E A Bl 
印记 簇 ， 作 用 方式 类 似 于 X 染色 体 失 活 中 的 Xist ncRNA ( 见 第 17 章 )。 印 记 ncRNA, 
Xist cRNA 调节 沉默 有 着 类 似 之 处 ， 最 显著 的 是 它们 都 是 顺 式 作用 模式 ， 而 且 ncRNA 
的 表达 和 多 个 mRNA 基因 的 沉默 之 间 都 有 正 相 关 ; 更 有 人 认为 二 者 都 是 从 一 个 普遍 的 
表 观 遗传 机 制 进化 而 来 〈(Reik and Lewis 2005)。 如 果真 是 这 样 ， 印 记 ncRNA 可 能 通过 
把 被 搞 制 的 染色 质 导向 印记 基因 忽而 使 基因 沉默， 不 过 我 们 还 不 清楚 印记 ncRNA 怎么 

行使 基因 沉默 功能 ， 也 不 知道 还 有 多 少 其 他 印记 ncRNA 在 基因 沉默 中 起 作用 。 





4, 基因 组 印记 一 哺 和 动物 的 一 ALA EAD 

相对 于 哺乳 动物 其 他 表 观 遗传 调控 模式 ， 基 因 组 印记 有 其 优势 。 有 活性 和 非 活性 的 
亲本 等 位 基因 都 在 同一 个 核 中 ， 其 转录 环境 是 相同 的 ， 所 以 二 者 之 间 任何 表 观 遗传 的 郑 
异 都 更 有 可 能 是 与 其 转录 状态 相关 联 的 .“ 先 后 ” 表 观 遗传 系统 则 相反 ， 它 的 表 观 遗传 
变化 也 可 能 反映 了 细胞 分 化 状态 的 改变 。 在 有 活性 的 和 沉默 的 亲本 等 位 基因 存在 于 同一 
个 细胞 核 的 情况 下 ， 基 因 组 印记 就 成 为 研究 表 观 遗传 基因 调控 的 理想 系统 ， 但 是 要 区 分 
亲本 等 位 基因 来 辨 明基 因 活 性 、 沉 默 相 关 的 特异 性 特征 也 是 个 难点 。 小 鼠 中 能 够 区 别 父 
源 和 母 源 染色 体 的 模式 系统 则 在 很 大 程度 上 克服 了 这 个 难题 〈 图 19-1).。 

尽管 进化 过 程 中 表 观 遗传 基因 调控 途径 是 高 度 保守 的 ， 但 是 每 个 生物 体 之 间 也 可 能 
有 差异 ， 这 与 其 基因 组 组 织 不 同 有 关 。 哺 乳 动物 基因 组 的 组 织 方式 有 个 特点 ， 就 是 有 高 
拷贝 数 重复 片段 在 基因 之 间 起 作用 ， 这 极 大 地 增加 了 大 多 数 基因 的 长 度 ， 而 且 增 大 了 相 
邻 基因 间 的 距离 (Kazazian 2004) 。 其 他 模式 生物 则 相反 ， 如 酵母 、 原 生生 物 、 霉 菌 、 
四 膜 虫 、 植 物 和 果 蝇 ， 它 们 的 基因 组 都 倾向 于 保持 无 重复 片段 的 状态 ， 或 者 至 少 是 在 基 
因 中 没有 。 (Rabinowicz et al. 2003). 

在 许多 生物 体 中 ， 高 拷贝 数 重复 片段 可 引起 DNA 甲 基 化 、 组 蛋白 修饰 抑制 ， 人 们 
认为 这 是 对 外 源 DNA 序列 人 侵 (如 逆转 座 子 、 转 座 子 和 病毒 ) 的 防御 性 适应 。 要 和 弄 清 


表 观 遗传 学 


表 观 遗传 机 制 如 何在 哺乳 动物 起 作用 就 必须 考虑 重复 片段 、 基 因 相 互 租 入 的 本 质 (Goll 
and Bestor 2005) 。 值 得 注意 的 是 ， 哺 乳 动物 的 内 含 子 富 含 重复 片段 ， 但 基因 仍然 能 得 
到 高 效 表达 ， 所 以 哺乳 动物 基因 组 形成 大 块 沉 默 异 染色 质 和 活性 常 染色 质 的 可 能 性 很 
小 。 人 类 染色 质 的 广泛 研究 表明 ， 一 般 只 有 启动 子 或 调控 元 件 区域 有 具 活 性 的 组 蛋白 修 
饰 ， 这 也 支持 了 以 上 观点 (Kim et al. 2005) 。 印 记 基 因 成 秘 排 列 ， 徐 中 重 和 至 基因 相反 表 
达 ， 还 有 的 基因 逃避 了 印记 沉默 ， 染 色 质 修饰 在 哺乳 动物 基因 组 中 的 分 布 可 能 相隔 不 远 。 

基因 组 印记 对 于 理解 表 观 遗传 学 有 什么 意义 呢 ? 印记 基因 簇 还 远 没有 被 了 解 清楚 ， 
但 显然 它们 能 为 了 解 某 一 区 域 或 结构 域内 基因 的 调控 提供 信息 。 现 在 已 经 知道 有 的 印记 
EARRA DNA 甲 基 化 调控 的 顺 式 作用 序列 ;有 的 所 含 基 因 在 哺乳 动物 基因 组 中 被 
沉默 了 ， 需 要 表 观 遗传 的 激活 才能 表达 ; 有 的 含有 起 绝缘 子 作 用 的 长 程 调控 元 件 ， 还 有 
的 含有 能 顺 式 沉默 大 片 基因 结构 域 的 RNA, 今后 可 以 证 明 这 些 表 观 遗 传 调控 机 制 在 
哺乳 动物 基因 组 中 是 只 适用 于 印记 基因 艇 还 是 也 可 以 调控 非 印记 基因 。 

5. Pe 至 

A 1991 年 在 哺乳 动物 中 发 现 第 一 批 印 记 基 因 以 来 ， 基 因 组 印记 就 成 为 人 们 关注 的 
焦点 。 一 些 问题 仍 待 解决 ， 尤 其 是 关系 到 只 在 哺乳 动物 中 才 有 的 印记 基因 调控 胚胎 、 子 
代 生 长 的 问题 。 另 一 方面 ， 十 五 年 来 ， 对 哺乳 动物 印记 表达 的 表 观 遗传 调控 机 制 的 研究 
取得 了 重大 进展 ， 因 此 我 们 认为 已 经 了 解 了 印记 机 制 在 印记 基因 艇 的 基本 作用 原理 ， 尽 
管 并 不 清楚 所 有 的 细节 问题 。 

我 们 知道 基因 组 印记 通过 细胞 的 一 般 表 观 遗 传 系统 来 调控 亲本 特异 表达 ， 而 这 个 系 
统 只 在 配子 中 起 作用 。 因 此 对 于 一 条 亲本 等 位 基因 来 说 ， 所 有 后 续 事 件 都 已 经 被 决定 
了 。 我 们 知道 不 同 基因 簇 的 调控 机 制 有 着 相似 之 处 ,但 是 不 知道 在 哺 乃 动物 基因 组 中 到 
底 有 和 多少 这 种 机 制 的 变种 。 

印记 基因 簇 受 到 表 观 遗传 机 制 的 调控 ， 将 来 我 们 很 想 知 道 非 印 记 基 因 在 多 大 程度 也 
受到 它 的 控制 。 我 们 最 终 想 知道 是 否 可 以 运用 这 些 知识 到 人 类 的 医疗 事业 中 。 例 如 ， 
Prader-willi 和 Angelman 综合 征 患 者 由 于 携带 印记 的 等 位 基因 发 生 缺 失 会 有 行为 和 生 
长 的 缺陷 ， 如 诱导 沉默 的 等 位 基因 重新 表达 则 能 达到 治疗 目的 (Jiang et al. 2004). T 
解 细胞 控制 表 观 遗传 信息 的 途径 变 得 越 来 越 重要 ， 因 为 在 瘤 症 〈 见 第 24 章 )、 辅 助 生育 
技术 〈 见 第 22 章 ) 以 及 衰老 (Egger et al. 2004) 中 也 发 现 有 表 观 遗传 调控 的 紊乱 。 我 
们 期 待 对 基因 组 印记 的 更 深入 的 了 解 ， 以 及 重要 模型 的 提出 ， 以 助 于 解析 哺乳 动物 基因 
组 如 何 使 用 表 观 遗传 机 制 来 调控 基因 表达 。 
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第 20 章 ”生殖 细胞 系 和 多 能 干细胞 


1. 前 言 :哺乳 动物 的 生活 一 一 泪 传 和 表现 遗传 的 统一 体 


遗传 信息 编码 在 每 个 基因 组 中 ， 建 立 于 受精 过 程 中 。 在 发 育 过 程 中 ， 遗 传 信息 是 保 
持 不 变 的 ， 除 非 突变 或 是 如 免疫 系统 中 发 生 的 正常 的 序列 变化 。 卵 或 孵 母 细胞 为 胚胎 的 
发 育 提供 了 三 种 可 以 继承 的 信息 图 20-1a)， 这 仪 是 一 半 的 遗传 信息 ， 另 一 半 则 来 自 于 
精子 。 但 同时 ， 作 为 胚胎 发 育 的 宿主 ， 和 母体 通过 提供 RNA 和 和 蛋白 质 等 物质 来 主导 某 些 
早期 发 育 事件 。 最 后 ， 卵 中 的 表 观 遗传 信息 会 影响 基因 组 并 对 发 育 过 程 起 调节 作用 。 


a 哺乳 动物 卵细胞 


1. 母 源 性 继承 








胚 泡 多 能 上 胚层 细胞 ”原始 生殖 细胞 


图 20-1 哺乳 动物 卵 母 细 胞 和 受精 卵 。 
(a) 哺乳 动物 的 卵 母 细 胞 包括 可 以 决定 早期 发 育 过 程 的 母 源 RNA 和 母 源 蛋 白质 〈 母 源 性 继承 )， 
此 外 ， 还 有 遗传 信息 〈 母 源 染 色 体 ) 和 表 观 遗传 信息 (DNA 甲 基 化 和 染色 体 修 饰 )。 (b) 受精 
卵 可 以 发 育成 年 泡 ， 胚 泡 中 的 内 细胞 团 可 以 生成 用 来 体外 培养 的 ES 细胞， 也 可 以 发 育成 所 有 的 
体 细 胞 和 原始 生殖 细胞 〈PGC) 。 原 始 生 殖 细胞 可 以 生成 体外 培养 的 EG 细胞 。 


表 观 遗传 信息 包括 DNA 甲 基 化 、 组 蛋白 修饰 、 组 和 蛋白 变 体 和 非 组 蛋白 类 染色 质 重 
白 ， 它 们 在 发 育 和 分 化 过 程 中 经 历 巨大 的 变化 。 表 观 遗 传 最 重要 的 特征 之 一 就 是 这 些 表 
观 遗 传 标记 可 以 从 一 代 细 胞 传 给 下 一 代 细 胞 ， 并 能 够 调节 基因 的 转录 活性 。 表 观 遗 传 信 
息 因 此 被 认为 对 建立 和 维持 那些 决定 细胞 命运 的 基因 表达 程序 的 确定 性 和 稳定 性 有 重要 
意义 。 在 全 能 性 和 多 能 性 细胞 中 ， 表 观 遗 传 标记 是 不 稳定 的 、 可 塑 的 ， 但 在 发 育 的 过 程 
中 ， 细 胞 的 这 种 潜力 逐步 受到 限制 ， 表 观 遗 传 标记 也 越 来 越 稳 定 并 受 限 制 。 全 能 性 和 多 
能 性 细胞 ， 如 生殖 细胞 或 胚胎 干细胞 ， 都 有 一 个 共同 的 特性 ， 它 们 可 以 重 编 程 基因 组 并 
抹 除 表 观 遗传 标记 ， 这 种 能 力 可 能 是 其 发 育 可 塑性 的 基础 。 

发 育 决定 和 表 观 遗传 基因 调控 的 互相 依赖 ， 在 哺乳 动物 中 建立 起 了 遗传 和 表 观 遗传 


EEE 表 观 得 传 学 


的 统一 体 。 这 是 因为 发 育 的 事件 ， 如 细胞 间 的 信号 传递 ， 会 激活 一 些 特殊 的 基因 表达 程 
序 ， 而 这 种 基因 表达 程序 可 为 表 观 遗传 信息 所 控制 。 除 此 之 外 ， 发 育 过 程 中 还 可 以 建立 
新 的 表 观 遗传 事件 〈 如 生殖 细胞 中 印记 基因 的 甲 基 化 或 去 甲 基 化 ) 。 表 观 遗 传 标记 的 建 
立 或 抹 除 反 过 来 可 以 决定 新 的 基因 表达 程序 ， 进 而 影响 到 每 个 细胞 对 发 育 线索 的 反应 。 
发 育 和 表 观 遗传 在 生殖 细胞 中 的 联系 更 加 吸引 人 ， 因 为 这 不 仅 关 系 到 下 一 代 ， 还 很 有 可 
能 影响 到 更 深远 的 未 来 。 

生命 真 的 是 从 受精 开始 的 吗 ? 在 遗传 上 ， 新 的 个 体 确实 是 从 精子 和 卵子 结合 的 那 一 
瞬间 开始 的 。 正 是 这 时 ， 从 母 本 来 的 单 倍 体 和 从 父 本 来 的 单 倍 体 组 成 了 他 们 后 代 的 二 售 
体 。 但 传 给 后 代 的 表 观 遗传 信息 是 已 经 存在 于 生殖 细胞 中 的 。 例 如 ， 印 记 基 因 的 DNA 
甲 基 化 标记 在 精子 和 卵子 中 是 不 一 样 的 ， 且 这 些 已 经 存在 的 标记 会 被 子 代 所 继承 〈 见 第 
19 章 ) 。 而 这 些 表 观 遗 传 标记 是 在 亲 代 的 胚胎 或 产后 发 育 中 被 引入 的 。 

表 观 遗传 修饰 的 编程 发 生 在 胚胎 着 床 后 不 久 ， 并 取决 于 生殖 细胞 分 配 和 发 育 的 遗传 
决定 。 早 期 着 床 胚 胎 的 一 小 团 细胞 接受 了 来 自 包含 胎盘 在 内 的 胚胎 外 细胞 世系 的 信和 号 分 
子 ， 发 育成 最 早 的 生殖 细胞 前 体 。 生 殖 细胞 分 配 及 随后 的 发 育 受 遗传 调控 ， 并 影响 和 决 
定 其 表 观 遗传 程序 ， 以 使 体 细胞 需要 的 基因 产物 在 生殖 细胞 中 被 抑制 。 在 另 一 方面 ， 生 
殖 细胞 需要 一 些 其 他 特定 的 受 遗 传 调控 的 功能 ， 如 表 观 遗传 重 编程 、 基 因 印 记 、 减 数 分 
裂 中 的 染色 体重 组 和 用 来 形成 单 倍 体 的 减 数 分 裂 。 

在 生殖 细胞 发 育 之 前 ， 胚 胎 中 发 生 了 最 早 的 细胞 世系 决定 。 在 胚胎 着 床 早 期 ， 多 能 
性 的 外 胚层 细胞 是 所 有 成 体 组 织 ， 包 括 原 始 生 殖 细 胞 的 来 源 。 而 向 三 个 初始 细胞 直系 
GME, PEE, KEE) 的 分 化 是 在 对 胚 外 组 织 信号 应 答 的 基础 上 发 生 的 。 与 此 同 
时 ， 近 胚 的 一 群 特定 的 细胞 也 开始 特 化 ， 形 成 原始 生殖 细胞 。 而 哺乳 动物 胚胎 第 一 次 细 
胞 分 化 所 形成 囊 胚 的 滋养 外 胚层 产生 了 胎盘 (A 20-2)。 内 细胞 团 形 成 了 整个 生物 体 ， 
并 且 ， 具 有 多 能 性 的 胚胎 干细胞 就 是 从 内 细胞 团 获得 的 。 这 组 细胞 于 桑 蕉 胚 时 期 胚胎 着 
床 前 形成 ， 而 由 内 细胞 团 和 位 于 守 胚 外 层 的 滋养 外 胚层 细胞 组 成 的 宫 胚 随后 植 人 子 官 。 
在 内 细胞 团 和 滋养 外 胚层 中 发 生 的 表 观 调控 有 显著 的 区 别 。 例 如 ， 在 胚 外 组 织 中 ， 
DNA 甲 基 化 的 总 体 水 平 较 低 ， 并 且 在 两 种 细胞 中 ， 印 记 基 因 和 印记 的 染色体 失 活 的 
维持 也 有 所 不 同 。 内 细胞 团 和 滋养 外 胚层 细胞 的 发 育 ， 与 原始 生殖 细胞 相似 ， 都 为 一 个 
由 转录 因子 和 多 能 性 基因 参与 的 遗传 程序 所 决定 。 这 些 不 同 的 遗传 程序 在 早期 胚胎 中 最 
初 如 何 出 现 ， 细 胞 与 细胞 之 间 相 互 作 用 的 意义 ， 以 及 表 观 修饰 或 卵细胞 的 胞 质 内 因子 如 
何 建立 这 些 不 同 的 遗传 程序 ， 仍 不 清楚 。 

除了 生殖 细胞 将 印记 基因 承载 的 表 观 遗传 信息 携 人 到 胚胎 中 ， 在 受精 过 程 中 ， 还 伴 
随 着 其 他 显著 的 表 观 遗传 事件 的 发 生 。 受 精 卵 中 精子 基因 组 的 甲 基 化 水 平 先 迅速 下 降 ， 
并 在 随后 的 细胞 分 烈 过 程 中 又 重新 获得 DNA 和 组 蛋白 修饰 (图 20-2) 。 受 精 卵 中 的 母 
本 基因 组 不 发 生 DNA 去 甲 基 化 ， 不 过 随后 在 早期 胚胎 细胞 分 裂 过 程 中 ， 其 DNA 甲 基 
化 水 平缓 慢 下 降 。 虽 然 这 两 种 结果 相反 且 机 制 不 同 过 程 导 致 胚胎 整体 上 失去 配子 来 源 的 
表 观 遗传 信息 ， 但 似乎 这 些 动态 的 重 编程 事件 与 细胞 和 遗传 进程 相互 作用 ， 从 而 做 出 细 
胞 分 别 走向 内 细胞 团 和 滋养 外 胚层 世系 的 最 初 决定 。 这 样 ， 表 观 遗 传 的 生命 周期 无 始 亦 
无 终 ， 而 是 始终 与 遗传 程序 相互 作用 ， 决 定 内 细胞 团 、 滋 养 外 胚层 、 多 能 干细胞 、 生 殖 
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2.2 哺乳 动物 的 早期 生殖 细胞 发 育 


小 鼠 的 生殖 原 细胞 最 早 可 以 在 E7. 5 被 观察 到 CEB 期 )， 由 约 40 多 个 细胞 的 细胞 
簇 构 成 了 最 初 的 生殖 原 细胞 世系 (Lawson and Hage 1994; McLaren 2003), 。 这 些 细胞 
PACE RRA ATE, RED FRR PRA (图 20-4 右 ) 。 克 隆 分 析 表 明 E6 一 
5 CPS 和 ES 期 ) 的 近 端 外 胚层 细胞 发 育成 生殖 原 细胞 PGO 以 及 胚 外 中 胚层 组 
#1 (Lawson and Hage 1994) 。PGC 在 生成 过 程 中 ， 受 到 来 自 胚 外 外 胚层 和 初始 内 胚层 


分 泌 的 信号 分 子 的 影响 (图 20-3), Bmpt 和 Bmp8b 是 赋予 生殖 细胞 功能 和 方向 的 重要 
分 子 (Lawson et al. 1999), 
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图 20-3 小 鼠 中 的 早期 生殖 细胞 决定 
从 内 细胞 团 (图 20-1 和 图 20-2) 发 育 而 来 的 多 能 性 原始 上 胚层 细胞 〈 蓝 色 ) 在 接受 细胞 外 因子 BMP 刺激 后 获 
得 产生 生殖 细胞 系 〈 粉 色 ) 的 能 力 。 活 化 的 Blimp! 使 这 些 细胞 发 育成 PGC〈 红 色 )， 而 剩 下 的 则 发 育成 体 细胞 。 


为 了 对 PGC 细胞 决定 的 遗传 程序 有 更 细致 地 了 解 ， 人 们 从 初始 PGC 细胞 和 与 之 相 
邻 的 体 细胞 中 分 别 制备 了 单 细胞 CDNA (Saitou ta al. 2002) 。 一 系列 的 标记 被 用 于 区 分 
PGC 细胞 和 体 细 胞 。 通 过 筛选 ， 两 个 基因 fragilis 和 stella 被 发 现 。 前 者 是 干扰 素 诱 
导 的 跨 膜 蛋白 家 族 的 新 成 员 ， 可 能 与 细胞 聚集 有 关 ， 而 后 者 是 核 质 蛋白 〈 既 存在 于 核 内 
也 存在 于 细胞 质 ， 译 者 注 )。 进 一 步 的 研究 发 现 fragilis 表达 于 E6. 25 的 近 端 外 胚层 
(图 20-3) ， 此 时 细胞 获得 了 发 育成 PGC 和 邻近 的 胚 外 中 胚层 细胞 的 能 力 。fragilis IA 
性 细胞 在 原 肠 胚 时 期 会 迁移 到 近 端 后 部 。 随 即 可 检测 到 初始 PGC 细胞 ， 它 们 表达 stel- 
la。 同 时 这 些 最 初 的 PGC 细胞 表达 多 能 性 基因 ， 如 Sox? 和 Oct4 ， 说 明 这 些 细胞 表现 出 
潜在 的 多 能 性 ， 而 邻近 的 体 细胞 则 失去 了 这 种 多 能 性 (图 20-3) 。 相 反 ， 初 始 PGC 细胞 
抑制 某 些 基 因 的 表达 ， 包括 HozxBI 和 HoxAl， 而 在 邻近 的 体 细胞 中 这 些 基因 在 这 个 时 
期 表达 量 显 著 上 调 。 在 这 些 PGC 细胞 中 Hor 基因 表达 的 抑制 是 抑制 其 走向 体 细胞 命运 
的 重要 机 制 的 一 部 分 (Saitou et al. 2002). 
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基于 对 初始 PGC 细胞 的 分 析 ， 很 显然 ， 与 其 他 生物 体 一 样 ， 在 小 鼠 PGC 细胞 决定 
过 程 中 ， 对 体 细胞 基因 程序 的 抑制 是 一 个 重要 的 特性 。 (Seydoux and Strome 1999; 
Blackwell 2004; Surani et al. 2004) 。 在 对 基因 抑制 的 候选 基因 研究 中 ， 人 们 分 析 组 蛋 
日 赖 氨 酸 甲 基 转 移 酶 (HKMT) 以 期 发 现 是 否 某 个 成 员 在 PGC 细胞 和 周围 的 体 细胞 之 
间 存 在 表达 差异 。 在 初始 PGC 和 体 细 胞 中 G9a、Pfml、Setl 和 EZH2 等 基因 的 表达 
都 被 检测 到 。 但 是 ， 其 中 的 Blimpl B 细胞 成 熟 诱 导 和 蛋白 D 基因 在 胚胎 发 育 E7.5 
时 ， 只 在 初始 PGC 中 表达 ， 而 不 在 邻近 的 体 细胞 中 表达 。Blimpl 蛋白 是 一 个 转录 抑制 
因子 ， 它 含有 SET/PR 结构 域 ， 一 个 可 以 招募 Groucho 和 HDAC HB ABR a a 
域 ， 可 以 与 G9a 形成 蛋白 复合 体 的 5 个 CsH; 锌 指 结构 域 ， 和 一 个 酸性 末端 (Shaffer et 
al. 2002; Shapiro-Shelef et al. 2003; Gyori et al. 2004; Sciammas and Davis 2004), 
Blimp] 最 初 因 其 在 浆 细 胞 命运 决定 中 的 作用 被 发 现 ， 它 抑制 B 细胞 基因 程序 ， 使 前 体 
细胞 向 浆 细胞 的 方向 发 育 (Turner et al. 1994)。 事 实 上 ，Bliimpl 在 小 鼠 的 发 育 过 程 中 
是 广泛 表达 的 (Chang et al. 2002). 

在 小 鼠 早 期 胚胎 中 对 Blimp] 更 详细 的 分 析 得 到 意外 的 结果 。Blimpl 的 表达 开始 
于 胚胎 发 育 E6. 25， 也 就 是 原 肠 胚 开始 形成 时 的 近 外 胚层 细胞 ， 最 初 只 表达 于 四 到 六 个 
和 胚 外 外 胚层 有 直接 接触 的 细胞 〈 图 20-3) (Ohimata et al. 2005), Blimpl 的 表达 主要 
集中 在 短 轴 的 一 个 末端 ， 这 个 区 域 的 细胞 最 终 会 发 育成 近 侧 后 部 区 域 。Blimpl APA 
性 细胞 数目 逐渐 增加 ， 在 mid-streak (MS) 期 也 就 是 胚胎 发 育 E6.75， 可 以 看 到 在 
近 侧 后 部 区 域 ，20 多 个 这 样 的 细胞 会 形成 一 个 紧密 地 细胞 艇 。 在 胚胎 发 育 E7.5， 也 就 
是 EB 期 ，Blimpl 阳性 的 细胞 会 增加 到 将 近 40 个 图 20-4)。 这 些 细胞 组 成 了 初始 
PGC 细胞 ， 呈 经 典 的 碱 性 磷酸 酶 阳性 ， 并 表达 Stellia。 在 遗传 世系 跟踪 实验 中 确认 ， 
开始 于 胚胎 发 育 E6. 25 的 Blimp] 阳性 外 胚层 细胞 确实 是 世系 限制 的 PGC 前 体 细胞 。 这 
些 数 据 与 先前 基于 克隆 实验 的 假说 相反 ， 先 前 的 实验 表明 胚胎 发 育 E6.0 一 6. 5 的 细胞 
并 不 会 世系 限制 性 地 发 育成 PGC 细胞 ， 因 为 同一 细胞 的 后 代 可 以 发 育成 体 细胞 和 生殖 
细胞 (Lawson and Hage 1994; McLaren and Lawson 2005) 。 一 个 可 能 的 解释 是 在 克隆 

线虫 RiR ih BB 





Pie-1 POC: 极 性 粒 成 分 Blimp1 


图 20-4 在 不 同 动物 中 的 生殖 细胞 发 育 
在 线虫 中 ， 生 殖 细胞 世系 决定 发 生 在 受精 卵 的 第 一 次 分 裂 ， 生 殖 细胞 系 中 会 表达 Piel ， 使 其 处 于 转录 静 息 
状态 ， 而 另 一 个 细胞 则 发 育成 体 细胞 。 在 果 蝇 中 ， 生 殖 细 胞 的 前 体 被 称 作 孔 细胞 ， 这 些 孔 细胞 在 受精 卵 多 
核 体 的 一 侧 ， 其 转录 静 息 是 依靠 Pgc 基因 转录 出 的 RNA 实现 的 。 在 小 鼠 中 ， 最 早 可 见 的 生殖 细胞 前 体 出 
现在 尿 宫 的 基部 ， 这 些 细胞 会 表达 Blimpl ， 从 而 实现 转录 静 息 。 
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分 析 中 ， 最 初 标记 的 细胞 是 Blimpl 阴性 ， 然 后 通过 细胞 分 裂 得 到 一 个 阳性 的 细胞 ， 它 
最 终 发 育成 PGC 细胞 ， 而 另 一 个 子 细胞 则 发 育成 体 细胞 。 调 节 Blimp] 阳性 细胞 数目 增 
加 的 机 制 尚 不 清楚 。 


2.3 Blimpl 在 PGC 决定 过 程 中 的 作用 


对 Blimpl 基因 在 PGC 决定 中 作用 的 深入 研究 对 揭 开 小 鼠 生 殖 细 胞 决定 机 制 产生 
SRN, Blimp] 基因 功能 缺失 表明 该 基因 是 小 鼠 PGC 决定 的 重要 决定 因素 
(Ohinata et al. 2005; Vincent et al. 2005)。 在 E7.5，Blimpl 突变 体 胚 胎 含 有 一 个 异常 
的 由 约 20 个 PGC 样 的 细胞 组 成 的 艇 ， 而 在 正常 胚胎 中 ，PGC 继续 扩 增 并 向 徐 外 迁移 。 
#H., 在 E8. 9 突变 体 上 及 胎 中 9» 这 些 异 常 的 PGC 样 的 细胞 的 数 目 没 有 增加 (Ohinata et 
al. 2005), 

对 Blimpl 突变 的 PGC 样 细胞 进行 的 单 细 胞 分 析 反映 出 这 些 细胞 缺乏 对 Hox 基因 
的 持续 抑制 。 因 此 ，Bliimpl 很 可 能 起 到 了 抑制 初始 PGC 中 体 细 胞 程序 的 作用 。 在 
Blimp] 突变 体 中 ，PGC 特异 基因 如 stella 和 Nanos3 以 及 一 些 多 能 性 特异 的 基因 如 
Sox? 的 表达 上 调 也 不 一 致 。 这 些 发 现 强 调 了 Blimpl 在 PGC 决定 过 程 中 作为 转录 调节 
因子 并 抑制 这 些 细胞 走向 体 细 胞 命运 的 关键 作用 。 

在 对 B 细胞 的 研究 中 发 现 Blimp] 通过 抑制 维持 B 细胞 特征 性 的 关键 分 子 ， 足 以 诱 
导 细 胞 分 化 成 为 浆 细 胞 (Turner et al. 1994; Shaffer et al. 2002; Shapiro-shelef et 
al. 2003; Sciammas and Davis 2004; 细节 详 见 第 21 章 )。Blimpl 通过 形成 一 个 Groucho 
和 HDAC? 抑制 复合 物 来 发 挥 作用 (Ren et al. 1999) 。 其 锌 指 结构 似乎 在 与 G9a 形成 复 
合 物 中 也 起 到 了 重要 作用 〈Gyory et al. 2004), 但 是 ， 在 PGC 决定 过 程 中 ， 由 于 没有 
在 Blimpl 的 SET/PR 结构 域 中 检测 到 HKMT 活性 ， 它 是 否 通过 形成 一 个 新 的 复合 物 
起 作用 还 不 清楚 。 

ERE TATED PT. Blimp] 在 进化 上 保守 并 有 许多 功能 。 例 如 ， 在 养 椎 动物 
EDA, Blimpl 在 数 种 世系 发 育 ， 而 非 PGC 决定 中 起 作用 Cde Souza et 
al. 1999; Roy and Ng 2004; Hernandez-Lagunas et al. 2005)。 这 说 明了 该 基因 在 小 段 或 
者 所 有 哺乳 动物 中 获得 了 新 的 PGC 决定 功能 。 对 于 这 样 高 度 保守 的 基因 ， 必 然 有 进化 
而 来 的 新 的 控制 元 件 控制 其 在 PGC 前 体 细胞 和 初始 细胞 的 表达 。 


2.4 在 生殖 细胞 中 对 体 细胞 程序 的 抑制 一 一 一 个 进化 上 保守 的 现象 


当 比 较 小 鼠 与 另外 两 个 被 充分 研究 的 模式 生物 果 蝇 和 线虫 时 ， 可 以 发 现 ， 生 殖 细 胞 
决定 的 机 制 在 进化 上 并 不 保守 (Seydoux and Strome 1999) 。 这 些 生 物 中 生殖 细胞 决定 
机 制 的 不 同 可 以 主要 归 因 于 胚胎 早期 发 育 模 式 的 不 同 ， 以 及 哺乳 动物 特有 的 基因 组 印记 
现象 导致 的 复杂 性 。 但 是 ， 重 要 的 是 ， 虽 然 分 子 机 制 有 所 不 同 ， 在 生殖 细胞 决定 过 程 
中 ， 对 体 细胞 基因 表达 程序 的 抑制 这 一 现象 在 不 同 种 生物 中 是 共同 存在 的 (Seydoux 
and Strome 1999; Leatherman and Jongens 2003; Saitou et al. 2003; Blacjwell 2004). 

在 线虫 中 ， 合 子 的 第 一 次 分 裂 是 不 对 称 的 : 一 个 细胞 走向 体 细胞 命运 〈AB) ， 而 另 
一 个 细胞 (P1) 走向 生殖 细胞 的 命运 (图 20-4) 。 其 实 ， 每 个 P1、P2、P3 细胞 分 裂 时 
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都 产生 一 个 体 细胞 ， 后 者 进行 转录 和 分 化 。 而 将 成 为 生殖 细胞 的 P1~P3 细胞 仍 保持 转 
录 静 息 状 态 。 这 种 转录 静 息 状态 是 由 锌 指 蛋 白 PIE-1 维持 的 。PIE-1 通过 竞争 对 RNA 
EG AE CTD 结构 域 Ser-2 位 点 的 磷酸 化 ， 抑制 转录 延伸 (Van Doren et al. 1998; 
Seydoux and Strome 1999; Zhang et al. 2003; 详 见 第 10 章 ) 。 但 是 ， 体 细 胞 和 生殖 细胞 
卵 裂 球 都 表现 出 允许 转录 的 染色 质 状 态 ， 其 特征 为 基因 组 范围 的 高 水 平 H3K4 甲 基 化 。 
此 后 ， 当 P4 孵 裂 球 分 裂 形成 两 个 生殖 系 细 胞 Z2 和 Z3 时 ， 组 蛋白 H3K4 甲 基 化 的 减少 
和 抑制 性 组 蛋白 H3K9 甲 基 化 的 获得 显示 抑制 型 染色 质 状态 开始 出 现 (Scharner et 
al. 2003) 。 因 此 ， 在 线虫 生殖 细胞 系 确立 的 过 程 中 ， 染 色 质 从 转录 许可 的 状态 转变 为 转 
KILAN. 

ERP, ERAS BAR RRE. ERRA HIRA Aa a 
筷 细胞 ， 在 胚胎 发 育 之 前 ， 就 在 受精 syncytial (多 核 ) 孵 中 被 检测 到 了 (图 20-4), 3 
且 这 些 细胞 像 在 线虫 中 观察 到 的 一 样 ， 由 于 RNA RABI CTD 没有 磷酸 化 ， 也 是 转 
录 静 息 的 (Seydoux and Dunn 1997; Van Doren et al. 1998; Schaner et al. 2003). 虽然 
这 种 转录 沉默 也 伴随 着 抑制 性 染色 质 修 饰 ，H3K9 甲 基 化 ， 孔 细胞 最 终 只 发 育成 生殖 细 
胞 。 因 此 这 些 细胞 与 秀丽 线虫 中 的 Z2 和 Z3 细胞 等 价 ， 它 们 也 只 能 发 育成 生殖 细胞 。 
此 外 ， 筷 细胞 的 转录 沉默 显然 受到 PGC (polar granule component) 基因 的 调节 ， 因 为 
pec 基因 的 缺失 导致 抑制 作用 的 消失 ， 尽 管 孔 细 胞 依然 能 被 检测 到 。 这 些 突变 的 孔 细 胞 
具有 Pol [| CTD 第 二 位 丝氨酸 的 磷酸 化 (Deshpande et al. 2004; Martinho et 
al. 2004) 。 这 显示 pec 基因 可 能 限制 了 Pol E CTD 磷酸 化 必需 的 重要 组 分 ， 从 而 阻 断 
转录 从 预 起 始 复合 体 到 延伸 复合 体 的 转变 。 

对 小 鼠 、 果 蝇 和 线虫 发 育 过 程 中 生殖 细胞 世系 决定 的 分 析 ， 清 楚 地 表明 转录 抑制 对 
细胞 避免 向 体 细胞 分 化 起 重要 作用 ， 虽 然 实现 这 一 目的 的 具体 机 理 在 这 三 种 模式 动物 中 
差异 显著 。 这 显然 是 由 于 不 同 的 物种 具有 不 同 的 早期 发 育 事件 。 


2.5 IMAP PGC 分 化 后 的 表 观 遗传 重 编程 调节 


在 PGC 细胞 决定 后 ， 生 将 细胞 中 依然 存在 着 广泛 的 表 观 遗传 编程 和 重 编程 (Seki 
et al. 2005) 。 通 过 这 个 时 期 的 发 育 ， 生 殖 细 胞 中 的 某 些 抑制 性 表 观 遗传 修饰 被 擦 除 ， 从 
而 使 生殖 细胞 获得 重要 的 多 能 性 特质 ， 这 可 能 是 随后 产生 全 能 性 的 先决 条 件 。 

可 观察 到 的 重要 变化 之 一 是 ，H3K9me2 在 ES 被 抹 除 ， 以 及 E9 时 HPI a 水 平 在 常 染 
色 质 区 和 着 丝 粒 周边 易 染 色 质 区 的 下 降 (Seki et al. 2005)。 同 时 ， 自 E8 起 ，PGC 细胞 中 
DNA 甲 基 化 水 平 下 降 。 当 DNA 甲 基 化 和 H3K9 的 二 甲 基 化 水 平 下 降 时 ， 另 一 转录 抑制 
性 表 观 遗传 修饰 ， 由 Polycomb 基因 Ezh2 介 导 的 H3K27me3 水 平 持续 上 升 〈 图 20-5) 。 
DNA 甲 基 化 水 平 下 降 伴 随 着 从 头 甲 基 化 酶 DNMT3a 和 DNMT36 的 转录 抑制 ， 以 及 维 
持 性 甲 基 化 酶 DNMTI 表达 量 的 瞬时 下 调 。 值 得 注意 的 是 ， 组 蛋白 H3K9 二 甲 基 化 和 
DNA 甲 基 化 水 平 的 下 降 与 恰巧 伴随 着 多 能 性 相关 基因 Nanog 的 表达 (Yamaguchi et 
al. 2005), Nanog 最 初 表 达 于 桑 棋 胚 的 内 细胞 和 训 有 凸 的 内 细胞 团 中 。 但 是 Nanog 的 表 
达 水 平 在 着 床 后 迅速 下 降 ， 然 后 在 PGC 决定 完成 后 又 重新 表达 。 与 其 他 的 多 能 性 基因 
Oct, Sox? Ñ Esg] 一 起 在 生殖 细胞 中 表达 ， 表 明生 殖 细胞 获得 了 细胞 多 能 性 的 特质 。 
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HMTase 作用 机 制 ， 在 精子 发 生 中 发 挥 一 定 的 作用 。 已 有 报道 称 Piwi/Argonaute 家 族 
中 的 成 员 在 小 鼠 中 称 为 Miwi) 在 RNA 干涉 中 起 作用 。 类 Miwi (Mil) 蛋白 的 丢失 
导致 雄性 不 育 (Luramochi-Miyagawa et al. 2004)， 并 引起 逆转 座 子 转录 产物 IAP 和 
Linel 的 表达 升 高 。 但 是 类 Miwi 蛋白 仍 未 被 证 明 直 接 参与 对 上 述 产物 的 抑制 。 

近期 的 研究 成 功 地 从 新 生 乃 至 成 体 睾丸 中 的 精 原 干细胞 中 获得 了 多 能 干细胞 (Ka- 
natsu-Shinohara et al. 2004; Guan et al. 2006) 。 这 些 细 胞 可 以 在 体外 无 限 培 养 ， 但 与 
ES 细胞 不 同 的 是 ， 它 们 拥有 父 本 的 印记 。 它 们 可 以 在 体内 以 及 体外 分 化 成 多 种 类 型 的 
体 细胞 ， 并 且 在 体内 是 具 活 性 的 生殖 细胞 。 这 些 细胞 可 以 为 研究 精子 发 生 的 许多 方面 以 
及 调节 其 干细胞 特征 和 分 化 形成 精子 过 程 中 的 表 观 遗传 调节 机 制 提供 重要 的 工具 。 

在 早期 生殖 细胞 中 印记 的 消除 产生 了 哺乳 动物 生命 中 第 一 次 也 是 唯一 一 次 表 观 遗传 
学 上 相等 价 的 亲本 染色 体 。 将 该 种 无 印记 的 细胞 核 直接 移植 人 卵细胞 中 会 因为 没有 适当 
的 表 观 遗传 学 修饰 而 造成 印记 基因 的 错误 表达 ， 导 致 胚胎 发 育 异 常 并 死 于 早期 胚胎 发 育 
阶段 。 这 个 实验 也 显示 了 印记 不 能 由 无 印记 的 ， 直 接 植 人 卵细胞 的 细胞 核 获 得 。DNA 
甲 基 化 印记 的 起 始 开 始 于 出 生 后 内 性 生殖 细胞 的 卵 发 育 过 程 。 对 于 雄性 生殖 细胞 ， 则 发 
EFRR KEH. MAF Eti Dnmt3a 和 其 辅助 因子 Dnmt3L 在 这 个 过 程 中 起 
到 了 关键 的 作用 CELS 19 章 )。 印 记 是 哺乳 动物 孤雁 生殖 的 主要 障碍 。 对 雌性 配子 表 
观 基因 组 操纵 的 尝试 可 能 会 使 哺乳 动物 孤 雌 胚胎 发 育成 为 可 能 。 


3. JA IE E -F RA AE He | | 
在 前 面 的 章节 中 ， 我们 已 经 了 解 到 在 配子 发 生 过 程 中 成 熟 的 精子 和 卵子 是 怎样 获得 非 
常 特异 且 不 同 的 表 观 遗传 学 标记 的 。 其 中 的 一 些 差 异 ， 如 亲本 印记 ， 在 受精 后 的 胚胎 发 育 
过 程 中 始终 被 忠实 的 维持 。 而 许多 其 他 标记 则 在 胚胎 基因 组 获得 全 能 性 的 过 程 中 ， 发 生 显 
著 的 重 编程 。 从 配子 中 继承 的 表 观 遗传 学 标记 在 胚胎 最 早期 的 分 化 事件 中 起 着 怎样 的 作用 
是 一 个 非常 重要 的 问题 。 如 果 生 命 开始 于 单个 具有 完整 基因 组 的 细胞 〈 即 受精 卵 )， 其 随 
后 进行 分 裂 ， 那 么 在 子 代 细 胞 中 基因 表达 的 分 化 和 发 育 程序 究竟 是 怎样 实现 的 呢 ? 


3.1 母 源 性 继承 和 潜在 的 非 对 称 性 分 布 ? 


在 具有 大 的 卵细胞 的 生物 中 〈 如 果 蝇 、 爪 蟾 或 鸡 )， 一 些 母 源 的 蛋白 或 RNA 48 
中 呈 不 对 称 分 布 。 因 而 只 被 一 些 子 代 细 胞 所 继承 ， 并 进而 发 育 至 特定 的 命运 ， 而 其 他 未 
继承 这 些 母 源 决 定性 因子 的 细胞 则 进行 不 同 的 发 育 (Huynh and St Johnston 2004) 。 这 
种 策略 在 相对 较 大 的 卵 中 是 可 行 的 (如 果 蝇 )， 而 在 相对 较 小 的 哺乳 动物 的 卵 中 比较 困 
难 。 但 是 ， 发 育 程 序 并 非 简 单 地 由 卵 的 大 小 所 决定 ， 更 重要 的 是 在 哺乳 动物 中 需要 生成 
植 人 子宫 的 赛 胚 和 形成 维持 胚胎 发 育 的 胎盘 。ICM 在 发 育 上 可 以 被 认为 与 果 蝇 的 卵 等 
价 ， 因 为 其 在 早期 发 育 中 进行 了 模式 变化 以 应 答 于 来 自 胚 外 体 细胞 组 织 的 信号 。 虽 然 近 
期 研究 将 受精 卵 的 对 称 性 与 赛 肥 甚 至 植 人 后 豚 胎 的 对 称 性 相 联 系 CGardner 1997; We- 
ber et al. 1999)， 至 今 尚未 在 哺乳 动物 卵 中 发 现 非 对 称 性 分 布 的 分 化 决定 性 因子 。 而 且 ， 
哺 甩 动物 胚胎 还 表现 出 显著 的 发 育 “ 调 节 ” 能 力 ， 即 当 细 胞 被 移 去 或 被 干扰 时 ， 补 伐 性 
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的 生长 或 细胞 运动 常会 发 生 以 维持 正常 的 胚胎 发 育 (Kelly 1977)。 尽 管 如 此 ， 早 在 4 
细胞 期 ， 单 个 细胞 〈 卵 裂 球 ) 的 性 质 可 能 已 经 存在 细微 的 差别 ， 以 决定 其 发 言 到 ICM 
Al TE fA. (Fujimori et al. 2003; Piotrowska-Nitsche et al. 2005). 


3.2 受精 过 程 中 的 表 观 遗传 事件 


在 发 育 和 分 化 的 过 程 中 ， 体 细胞 世系 获得 了 非常 特异 和 高 度 特 化 的 DNA 甲 基 化 和 
组 蛋白 修饰 模式 。 当 体 细胞 核 被 转移 进 卵 时 ， 这 些 模式 显然 很 难 被 去 除 或 逆转 ( 见 第 
22 章 )。 卵 母 细 胞 和 精子 也 具有 特 化 的 表 观 遗传 标记 ， 但 却 能 在 受精 过 程 中 被 非常 有 效 
地 重 编 程 ， 从 而 使 胚胎 的 基因 组 可 以 行使 其 新 的 功能 ， 即 获得 其 全 能 性 (Reik et 
al. 2001; Surani 2001) 。 配 子 的 表 观 遗传 学 修饰 的 一 些 特征 和 受精 后 的 表 观 重 编程 已 经 
被 了 解 〈 图 20-2) 。 卵 子 和 精子 的 基因 组 都 有 相当 程度 的 DNA 甲 基 化 ; 以 一 个 特殊 的 
序列 家 族 ， 首 转 座 子 家 族 为 例 ， 池 内 A 颗粒 (intracisternal A particles, IAP) 在 小 鼠 
基因 组 中 约 有 1000 个 拷贝 在 卵子 和 精子 基因 组 中 都 被 高 度 甲 基 化 (Lane et 
al. 2003) 。 相 反 ， 一 些 特 定 的 序列 ， 尤 其 是 印记 基因 的 差异 性 甲 基 化 区 域 (DMR) W 
只 在 卵子 或 精子 中 被 甲 基 化 〈 见 第 19 BE). 

卵子 基因 组 也 有 高 度 的 组 蛋白 修饰 ， 既 有 活化 形式 的 〈 如 H3K9 乙酰 化 、H3K4 甲 
基 化 )， 也 有 抑制 形式 的 〈 如 H3K9 甲 基 化 、H3K27 甲 基 化 ) (Morgan et al. 2005) 。 在 
受精 前 ， 卵 子 基因 组 无 转录 活性 ， 但 含有 母 源 性 继承 而 来 的 ， 对 胚胎 前 几 次 分 裂 ， 包 括 
那些 重 编程 事件 所 必需 的 转录 产物 和 和 蛋 白质 (图 20-1a)。 精 子 基因 组 是 高 度 特 化 的 ， 其 
大 部 分 组 蛋白 在 精子 发 生 时 已 经 被 蔡 换 成 高 度 碱 性 的 精 蛋白 ， 以 便 将 DNA 包装 人 致密 
的 精子 头 部 CMcLay and Clarke 2003) 。 有 目前 尚 不 清楚 这 些 残存 的 组 蛋白 含有 怎样 的 修饰 
以 及 它们 存在 于 基因 组 的 什么 位 置 ， 鉴 于 对 这 些 极 少量 的 染色 质 区 域 进 行 研 究 的 困难 性 。 

在 受精 后 的 短暂 时 期 内 ， 重 编程 事件 以 高 度 规律 的 顺序 发 生 于 精子 的 基因 组 。 精 蛋 
日 被 很 快 地 去 掉 并 被 组 蛋白 所 替代 。 这 个 事件 很 可 能 是 DNA 复制 非 依赖 性 的 RD， 
i T HEAS HIRA 依赖 性 的 组 蛋白 变 体 H3. 3 的 置 人 (van der Heijden et 
al. 2005; 见 第 13 章 )。 同 时 ， 在 雄 原核 中 发 生 基因 组 范围 的 包括 单 拷贝 和 重复 序列 的 
DNA 去 甲 基 化 ,但 DNA 去 甲 基 化 不 发 生 于 父 源 性 甲 基 化 的 印记 基因 (Olek and 
Walter 1997; Mayer et al. 2000; Oswald et al. 2000; Dean et al. 2001; Santos et 
al. 2002; Lane et al. 2003), 

在 DNA 复制 之 前 ， 在 雄 原 核 中 的 组 蛋白 是 乙酰 化 的 〈(H3 和 H4), 具有 H3K4 甲 
基 化 ， 并 且 很 快 获 得 H3K9 单 甲 基 化 和 H3K27 单 甲 基 化 (Arney et al. 2002; Santos et 
al. 2002, 2005; Lepikhov and Walter 2004), H3K9 和 H3K27 的 二 甲 基 化 和 三 甲 基 化 
则 只 发 生 于 DNA 复制 之 后 ， 似 乎 与 核心 组 蛋白 H3. 1 而 非 H3. 3 的 置信 相 易 合 (San- 
tos et al. 2005) 。 在 第 一 次 有 丝 分 裂 时 ， 至 今 为 止 分 析 过 的 绝 大 多 数组 蛋白 标记 开始 变 
得 在 母 本 和 父 本 染色 体 上 非常 相似 ， 至 少 从 低 分 辨 率 的 免疫 荧光 染色 结果 上 看 是 如 此 
(Santos et al. 2005), 

这 些 早期 重 编程 过 程 中 的 相关 酶 活性 可 能 都 存在 于 卵子 中 ， 或 者 以 蛋白 质 的 形式 或 
者 以 可 以 被 快速 翻译 成 蛋白 质 的 RNA 分 子 的 形式 。 我 们 已 经 提 到 了 HIRA， 但 是 在 
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DNA 复制 后 ，CAF-1 为 复制 依赖 性 CRD) 的 组 蛋白 H3. 1 置信 过 程 所 必需 。Su (var) 
酶 甲 基 化 H3K9，Ezh2 和 其 辅助 因子 Eed 甲 基 化 H3K27 (Erhardt et al. 2003; Santos 
et al. 2005) 。 在 父 本 基因 组 中 发 生 的 显著 的 DNA 去 甲 基 化 可 能 是 被 一 个 “主动 去 甲 基 
化 ”过 程 所 导致 ， 人 们 为 这 一 过 程 提出 了 许多 机 制 , 但 确定 性 的 酶 尚未 得 到 纯化 
(Morgan et al. 2005)。 哺 乳 动物 中 一 种 可 能 的 去 甲 基 化 机 制 是 Aid/Apobec 酶 家 族 ， 该 
家 族 可 以 脱 去 5- 甲 基 胞 啼 喧 的 氨基 生成 胸腺 哮 喧 ， 其 产生 的 : G 错 配 可 以 被 碱 基 切 除 
修复 通路 所 修复 (Morgan et al. 2004)。 植 物 中 的 去 甲 基 化 途径 也 发 生 了 由 DNA 糖苷 
酶 Demeter 起 始 的 碱 基 切除 修复 (Gehring et al. 2006) 。 受 精 时 相似 的 去 甲 基 化 酶 也 可 
能 存在 于 卵子 的 细胞 质 中 。 这 就 提出 了 为 何在 父 本 基因 组 被 去 甲 基 化 时 母 本 基因 组 不 发 
生 去 甲 基 化 的 问题 。 母 本 染色 体 或 肉 原 核 必然 拥有 一 些 特异 的 保护 机 制 ， 在 肉 原 核 中 甲 
基 化 DNA 和 H3K9 二 甲 基 化 的 共和 定位 说 明 这 种 组 蛋白 修饰 可 能 是 保护 机 制 的 一 种 候选 
方式 CArney et al. 2002; Santos et al. 2002, 2005), 

虽然 以 上 证 据 主 要 说 明 在 这 个 过 程 中 组 蛋白 修饰 在 整体 水 平 上 更 多 地 是 被 获得 而 非 
包 Q 丢 失 ， 组 和 蛋 日 精 氨 酸 甲 基 化 仍 可 能 更 具 动 态 性 。 事 实 上 ,通过 瓜 氨 酸化 反应 去 际 组 仿 
白 精 氨 酸 甲 基 化 的 一 个 候选 者 Padi4 就 存在 于 卵子 中 (Sarmento et al. 2004). 

在 受精 过 程 中 的 快速 染色 质变 化 的 主要 结果 ， 导 致 在 二 细胞 阶段 父 本 基因 组 与 母 本 
基因 组 基本 相似 。 但 精子 基因 组 因为 去 甲 基 化 而 在 表 观 上 发 生 显 著 变化 。 此 外 ， 目 前 分 
析 的 结果 并 没有 排除 在 该 阶段 建立 的 组 蛋白 修饰 中 存在 基因 特异 性 的 差异 。 


3.3 从 受精 卵 到 训 胚 


进一步 重 编程 过 程 ， 尤 其 是 基因 组 范围 的 DNA 甲 基 化 模式 变化 ， 从 二 细胞 期 经 过 
着 床 前 发 育 的 分 裂 期 ， 一 直 延 续 到 胚胎 发 育 至 闸 胚 期 (Monk et al. 1987; Howlett and 
Reik 1991; Rougier et al. 1998) 。 组 蛋白 修饰 的 精确 动态 过 程 尚未 在 小 鼠 中 被 前 明 ， 但 
DNA 甲 基 化 随 着 每 一 次 核 分 裂 而 逐步 递减 直到 16 细胞 桑 棋 胚 阶段 。 原 因 是 Dnmtl 在 
半 保 留 DNA 复制 的 过 程 中 维持 CpG 双核 苷 酸 甲 基 化 的 甲 基 化 转移 酶 ， 被 排除 在 细胞 
核 外 (Carlson et al. 1992) 。 因 此 ， 在 每 次 分 裂 中 ， 基 因 组 中 50% 的 DNA 甲 基 化 被 丢 
失 。 已 被 报道 的 唯一 例外 是 印记 基因 的 DMR。 仍 不 清楚 在 该 过 程 中 是 由 一 种 未 知 的 
Domt 维持 其 甲 基 化 ， 还 是 由 少量 的 可 以 进入 核 中 并 特异 针对 于 DMR 的 Dnmtl 来 实现 
这 一 功能 。 值 得 注意 的 是 ， 在 8 细胞 阶段 ，Dnmtl 蛋白 似乎 进入 核 中 参与 一 个 复制 周 
期 。 如 果 该 Dnmtl 蛋白 被 去 除 〈 通 过 在 卵子 中 进行 基因 敲 除 )，DMR 的 甲 基 化 水 平 确 
实 下 降 50%， 与 其 仅 在 一 个 复制 周期 中 维持 甲 基 化 相 一 致 (Howell et al. 2001)。 

在 8 一 16 细胞 阶段 ， 桑 棋 胚 外 层 的 细胞 变 得 扁平 并 成 为 上 皮 ; 这 个 过 程 被 称 为 压 
缩 。 这 是 哺乳 动物 胚胎 发 育 中 第 一 个 明显 的 分 化 标志 。 在 随后 的 2 一 3 个 分 裂 周 期 中 ， 
桑 横 胚 开 始 腔 化 “〈 形 成 一 个 空 腔 ) 并 且 襄 胚 以 其 内 细胞 困 (ICM) 和 外 层 的 滋养 外 胚层 
(TE) 所 被 识别 。ICM 细胞 继续 发 育 形 成 胚胎 和 胎儿 的 所 有 细胞 ， 而 TE 细胞 则 形成 绝 
KAR (而 非 所 有 )〉 的 胎盘 的 细胞 世系 《有 上 胚 外 组 织 )。 在 此 阶段 后 的 短 时 间 内 ， 田 一 种 
上 皮层 细胞 在 ICM 的 表面 形成 ， 这 些 是 初始 内 胚层 细胞 ， 该 细胞 同样 向 胎盘 和 卵黄 赛 
方向 发 育 ， 而 非 胚胎 方向 。 这 些 非常 早期 的 分 配 事件 的 一 些 遗 传 决定 因子 已 被 了 解 ， 如 


第 20 章 “生殖 细胞 系 和 多 能 干细胞 


Oct4 . Nanog 和 Sox2 对 ICM 细胞 的 决定 和 维持 起 了 非常 重要 的 作用 。 而 Caz2 是 TE 
细胞 命运 的 早期 维持 所 必需 的 (Nichols et al. 1998; Avilion et al. 2003; Chambers et 
al. 2003; Mitsui et al. 2003; Niwa et al. 2005). HFEA 〈 存 在 于 卵细胞 中 ) ， 或 其 基 
因 在 早期 胚胎 发 育 中 的 表 观 遗传 学 调控 对 早期 细胞 命运 的 决定 或 维持 究竟 起 多 大 作用 ， 
现在 仍 未 知 (Dean and Ferguson-Smith 2001), 

但 是 ， 主 要 的 表 观 重 编程 事件 恰恰 发 生 在 这 个 发 育 阶 段 。 至 少 通过 免疫 艾 光 检测 可 
以 判断 ，ICM 细胞 获得 了 很 高 水 平 的 DNA et LEZ RAAB PA eA ae 
团 ) ， 而 这 种 DNA 甲 基 化 很 可 能 是 由 从 头 开始 的 DNA 甲 基 转 移 酶 Damt3b 带 来 〈San- 
tos et al. 2002) 。 这 一 现象 伴随 着 分 别 由 G9a 和 Eset 以 及 Ezh2 进行 的 组 蛋白 H3K9 和 
H3K27 的 甲 基 化 〈Erhardt et al. 2003) 。 虽 然 DNA 的 从 头 甲 基 化 对 ICM 细胞 的 初始 建 
立 并 不 关键 ， 由 Ezh2 和 Eset 催化 的 组 蛋白 甲 基 化 却 非常 重要 : 这 两 个 基因 任 一 被 敲 除 
后 ， 内 细胞 团 细 胞 便 不 能 正确 发 育 CO’ Carroll et al. 2001; Dodge et al. 2004), 

与 内 细胞 团 中 表 观 遗传 修饰 的 逐渐 增多 相反 ，TE 与 晚期 胎盘 的 大 部 分 细胞 世系 一 
样 ， 仍 保持 整体 的 DNA 低 甲 基 化 状态 (Chapman et al. 1984; Santos et al. 2002) 。 胎盘 
细胞 被 认为 需要 较 低 的 表 观 遗传 稳定 性 ， 因 为 同 可 以 发 育成 为 成 体 生物 的 胚胎 相 比 ， 尼 
们 的 生命 周期 毕竟 更 短 。 

在 这 些 大 规模 的 基因 组 水 平 的 表 观 遗传 事件 的 基础 上 ， 更 多 的 位 点 特异 性 的 重 编程 
事件 也 发 生 于 这 一 阶段 。 在 XX 的 雌性 胚胎 中 ， 父 源 和 染色体 在 卵 裂 阶段 失 活 ， 并 且 在 
胚 外 组 织 〈 如 TE 和 胎盘 ) 中 一 直 维 持 该 失 活 状态 (Huynh 和 Lee 2003; Okamoto et 
al. 2005) 。 而 在 内 细胞 团 中 ， 失 活 的 X 染色 体 被 重新 活化 ， 并 在 接 下 来 的 分 化 过 程 中 随 
机 失 活 一 条 义 染 色 体 (Mak et al. 2004; ILE 17-4) 。 从 机 理 上 ， 植 入 前 豚 胎 中 印记 
的 义 染 色 体 失 活 是 由 于 父 源 义 染 色 体 上 非 编码 RNA Xist 的 表达 ,该 RNA 被 认为 “ 包 
被 ”了 染色 体 从 而 导致 基因 沉默 ， 并 确立 了 抑制 性 的 表 观 遗传 修饰 (Heard 2004). 在 
新 形成 的 ICM 细胞 中 ，Xist 的 转录 被 下 调 ， 抑 制 性 的 表 观 遗传 学 修饰 随后 丢失 ,染色 
体 被 活化 (Mak et al. 2004; Okamoto et al. 2004) 。 随 即 ， SR PRA X 染色 体 
的 随机 失 活 。 我 们 在 下 一 节 中 将 会 介绍 ES 细胞 会 被 “冰冻 ”在 和 染色 体重 新 激活 后 的 
时 期 ， 因 此 雌性 ES 细胞 系 含有 两 条 活化 的 广 染 色 体 。 


A 从 多 能 干细胞 到 体 细胞 再 回 到 生殖 细胞 


4.1 多 能 干细胞 的 获得 


在 前 一 节 里 ,我 们 了 解 到 在 受精 卵 ， 分 裂 期 胚胎 和 讲 胚 阶段 发 生 了 显著 的 表 观 遗传 
学 重 编程 事件 ， 从 而 造成 内 细胞 团 和 滋养 外 胚层 具有 不 同 的 表 观 遗传 学 模式 。 我 们 现在 
来 探讨 从 赛 胚 和 不 同 胚层 中 获得 并 培养 的 早期 干细胞 的 遗传 学 和 表 观 遗传 学 特征 。 包 括 
胚胎 干细胞 (Smith 2001) ， 滋 养 外 胚层 干细胞 (TS) CRossant 2001)， 内 胚层 干细胞 
(XEN) (Kunath et al. 2005) 和 胚胎 生殖 干细胞 CEG) (Matsui et al. 1992). 

这 些 细 胞 共同 特点 是 它们 可 以 从 完整 的 胚胎 中 被 分 离 并 在 特定 的 培养 条 件 中 建 系 。 
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记 为 维持 ES 细胞 的 特征 性 所 必需 “Hemberger et al. 2003), DNA 甲 基 化 可 能 也 参与 
这 一 事件 ， 因 为 严重 缺失 DNA 甲 基 化 会 造成 ES 细胞 分 化 能 力 的 部 分 障碍 ， 并 且 使 那 
些 能 分 化 的 ES 细胞 表达 出 滋养 外 胚层 的 标志 基因 (Jackson et al. 2004) 。 


”生殖 样 细胞 







ia ` X 


胚胎 干细胞 


图 20-7 体外 分 化 ES 到 各 种 细胞 类 型 
ES 可 以 在 体外 通过 合适 的 细胞 培养 条 件 分 化 成 各 种 细胞 类 型 ， 如 神经 元 细胞 、 肌 和 肉 细 胞 、 长 至 生殖 
细胞 (SRSA). ABA, ES 细胞 在 体外 分 化 成 为 神经 胶 质 细胞 。 


ES 细胞 多 能 性 的 维持 依赖 于 转录 因子 OcM、Nanog 和 Soz2 。 这 些 转 录 因 子 单独 
或 共同 结合 于 ES 细胞 中 的 许多 基因 位 点 ， 而 这 些 基因 或 表达 或 被 抑制 以 使 多 能 性 得 以 
维持 (Boyer et al. 2005; Loh et al. 2006), ES 细胞 体外 分 化 的 特征 为 多 能 性 基因 的 转 
录 沉 默 ， 并 在 所 有 体 细胞 中 维持 抑制 状态 。 表 观 遗 传 机 制 对 多 能 性 基因 的 抑制 的 确 非常 
重要 ， 例 如 ， 在 分 化 过 程 中 ，Oc 妈 的 启动 子 积累 抑制 性 的 组 蛋 昌 标记 和 DNA 甲 基 化 
(Feldmann et al. 2006) 。 再 例如 ， 在 Dnm! 敲 除 的 胚胎 中 ，DNA 甲 基 化 的 丢失 会 导致 
Oct4 在 分 化 过 程 中 的 重新 表达 (Feldmann et al. 2006). 

ES 细胞 及 其 分 化 产物 也 被 用 来 作为 X 染 色 体 失 活 的 表 观 遗传 调节 模型 。 肉 性 的 
ICM 和 ES 细胞 有 表达 下 调 的 Xis 基因 和 两 条 活化 的 X 染色 体 。 在 体外 分 化 过 程 中 ， 
一 条 义 染 色 体 的 Xist 表达 逐渐 上 调 ，Xist RNA 开始 顺 式 “ 包 被 ”这 条 染色 体 ， 并 且 
在 沉默 该 六 染色 体 上 基因 的 同时 聚集 抑制 性 的 组 蛋白 修饰 和 接 吧 而 来 的 DNA 甲 基 化 
(Heard 2004), 

其 他 的 多 能 性 细胞 类 型 也 可 以 体外 培养 建 系 ， 但 是 它们 的 表 观 遗传 特征 不 如 ES 4 
胞 明显 。 然 而 ， 在 肉 性 TS 细胞 中 对 X 染色 体 失 活 的 表 观 遗传 研究 显示 父 源 X 染色 体 
失 活 并 含有 抑制 性 组 蛋白 标记 《Huynh 和 Lee, 2003). MER XEN 细胞 也 有 一 条 父 
源 X 染色 体 被 失 活 (Kunath et al. 2005). 

原始 生殖 细胞 (PGO 也 可 以 在 其 在 胚胎 中 迁移 〈(E8-E10. 5) 或 在 其 到 达 胚 胎生 殖 着 
(E11. 5~E13.5) 的 时 期 经 体外 培养 建成 多 能 性 细胞 系 〈 图 20-8) (Matsui et al. 1992)。 在 
E8. 5 一 12. 5 发 育 时 期 ，PGC 经 历 了 包括 印记 基因 及 基因 组 其 他 序列 DNA 去 甲 基 化 在 内 的 
广泛 的 表 观 遗传 重 编程 过 程 (Hajkova et al. 2002; Lee et al. 2002) 。 大 多 数 EG A 胞 确实 经 
历 了 印记 基因 和 其 他 序列 的 DNA ERE, FAME BARA AN, Abe TE 
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4.3 干细胞 的 重 编 程 能 力 


干细胞 在 培养 过 程 中 持续 保持 细胞 多 能 性 而 不 衰老 的 能 力 ， 可 能 是 其 表 观 遗传 重 编 
程 的 必要 条 件 。 在 细胞 融合 实验 中 ， 这 种 重 编程 能 力 已 经 被 在 与 体 细胞 融合 的 EG 和 
ES 细胞 中 得 到 证 实 (Tada et al. 1997 2001; Cowan et al. 2005)。 在 这 样 融合 的 四 售 体 
细胞 中 ， 体 细胞 的 表 观 遗传 模式 发 生 重 编程 (图 20-9)。 在 EG- 体 细胞 的 融合 细胞 中 ， 
体 细胞 的 基因 组 在 印记 基因 和 一 些 其 他 的 基因 上 发 生 了 DNA 去 甲 基 化 现象 (Tada et 
al. 1997) 。 在 ES- 体 细胞 的 融合 细胞 中 ， 印 记 基 因 的 DNA 没有 变化 ， 相 反 ， 失 活 的 X 
染色 体重 新 被 激活 ，OCT4 的 启动 子 DNA 被 去 甲 基 化 ， 从 而 导致 OCT4 的 重新 表达 
(Tada et al. 2001; Cowan et al. 2005; Surani 2005). 

到 目前 为 止 ， 对 于 在 这 些 杂 合 细胞 中 是 否 存在 会 影响 DNA 甲 基 化 和 组 蛋白 修饰 的 
重 编程 细胞 因子 还 不 清楚 。 这 些 EG 或 是 ES 的 融合 细胞 中 的 去 甲 基 化 机 理 尚 不 清楚 ， 
也 许 是 由 于 DNA 去 甲 基 化 酶 的 活性 导致 的 主动 去 甲 基 化 ， 也 可 能 是 由 于 复制 偶 联 的 
DNMT1 的 缺乏 导致 的 被 动 去 甲 基 化 。 但 无 论 如 何 ，ES 和 EG 细胞 是 纯化 和 鉴定 表 观 
遗传 重 编 程 细 胞 因子 的 重要 来 源 。 


ee 


在 未 来 的 几 年 中 ， 我 们 将 会 看 到 令 人 激动 的 决定 性 进展 ， 我 们 会 对 生殖 细胞 和 干 细 
胞 多 能 性 和 全 能 性 方面 发 挥 重要 作用 的 遗传 和 表 观 遗传 因子 有 更 深入 的 了 解 。 高 通 量 高 
灵敏 度 的 实验 技术 将 会 被 用 于 表 观 遗传 信息 的 各 个 层面 。 能 够 调节 表 观 遗传 信息 ， 特 别 
是 能 够 重 编程 体 细 胞 表 观 遗传 信息 ， 并 促使 其 向 多 能 性 细胞 转变 的 细胞 因子 将 被 发 现 。 
可 以 在 体内 选择 性 的 安全 的 操作 表 观 遗传 状态 的 新 方法 也 将 锌 开发 。 

多 能 干细胞 为 基础 研究 提供 了 令 人 激动 的 机 会 ， 同 时 它 也 是 潜在 的 生物 医学 的 应 用 
技术 。 在 基础 研究 领域 ， 多 能 性 状态 的 独特 性 也 许可 能 揭示 对 细胞 命运 决定 的 机 理 。 利 
用 其 能 够 发 育成 各 种 细胞 的 性 质 ， 我 们 或 许可 以 通过 置换 细胞 的 方法 修复 病原 组 织 。 同 
样 地 ， 我 们 可 以 通过 建立 疾病 模型 ， 研 究 细胞 是 如 何 通 过 发 育 早 期 的 突变 和 表 观 突变 
(如 DNA 甲 基 化 状态 或 染色 体 模 板 改 变 引起 的 突变 ， 但 不 包括 DNA 序列 的 改变 ) 产生 
各 种 疾病 。 这 反 过 来 也 许可 以 用 来 设计 药物 甚至 预防 疾病 。 

人 类 多 能 性 干细胞 的 应 用 伴随 着 敏感 的 伦理 问题 ， 这 已 经 引起 了 世界 范围 的 讨论 。 
建立 应 用 于 干细胞 医学 应 用 和 生物 研究 的 伦理 学 规则 已 迫在眉睫 ， 因 为 在 得 到 多 能 性 干 
细胞 的 过 程 中 涉及 早期 胚胎 的 操作 。 | | 

随 着 对 细胞 多 能 性 和 基因 组 重 编程 表 观 遗传 机 理 的 了 解 ， 也 许 将 来 的 某 一 天 我 们 可 
以 用 成 体 干细胞 甚至 分 化 后 的 细胞 重 编 程 得 到 多 能 性 干细胞 ， 而 不 用 再 借助 于 胚胎 操 
作 。 也 许 我 们 今天 对 表 观 遗传 机 理 的 理解 会 对 未 来 医学 的 进步 起 到 决定 性 作用 。 


表 观 遗传 学 
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1. 概 ， 述 


组 织 特异 性 干细胞 负责 生命 周期 中 整体 器 官 ， 如 皮肤 、 肠 和 血液 系统 的 发 育 和 再 
生 。 因 此 ， 干 细胞 具有 两 种 独特 的 属性 。@ 它 们 有 无 限 的 自我 更 新 潜能 ， 因 此 能 在 非 分 
化 状态 增殖 。@@ 它 们 具有 全 能 性 ， 因 此 能 分 化 成 发 育 潜能 逐步 受 限 的 各 种 多 能 性 源 祖 细 
胞 ， 产 生 一 种 器 官 中 所 有 类 型 的 细胞 〈 图 21-1) 。 这 些 源 祖 细胞 会 继续 选择 某 种 世系 ， 
并 沿 看 选 定 的 通路 分 化 成 器 官 中 具有 特定 功能 的 细胞 (图 21-1). 





发 育 潜能 





全 能 下 细胞 多 能 性 源 祖 细胞 ervey | 成熟 细胞 类 型 


图 21-1 由 单个 干细胞 发 育成 器 官 的 示意 图 
器官 的 发 育 是 由 组 织 特异 性 的 干细胞 起 始 的 ， 这 些 干细胞 具有 广泛 的 自我 更 新 潜能 和 多 能 性 ， 因 此 能 产生 一 种 
句 官 中 所 有 类 型 的 细胞 。 干 细胞 首先 分 化 成 具有 逐步 受 限 潜能 的 多 能 性 源 祖 细胞 (又 称 转型 级 联 放大 细胞 )，。 
这 些 源 祖 细胞 接 下 来 会 经 历 某 种 特定 的 世系 化 决定 ， 然 后 沿 着 选 定 的 路 线 分 化 成 器 官 中 具有 特定 功能 的 细胞 。 


多 能 性 源 祖 细胞 世系 决定 的 分 子 水 平 控制 ， 是 一 个 重要 的 发 育 生物 学 问题 。 由 于 转 
录 因 子 能 够 重 编 大 量 基 因 群 的 表达 ， 它 们 在 这 个 过 程 中 起 了 十 分 重要 的 作用 。 为 此 ， 它 
们 针对 细胞 外 信和 号， 运用 多 种 机 制 来 激活 或 抑制 基因 的 表达 (图 21-2) (Fisher 2002), 
它们 能 通过 蛋白 -蛋白 相互 作用 来 后 抗 其 他 的 转录 因子 ， 从 而 间接 影响 基因 的 表达 程序 。 
更 多 情况 下 ， 转 录 因 子 通过 募集 具有 组 蛋白 修饰 或 染色 质 重 塑 活性 的 共 激 活 因子 或 共 抑 
制 因 子 来 调控 DNA 元 件 以 实现 对 基因 转录 的 直接 控制 (图 21-2) 。 基 因 表 达 不 仅仅 由 
转录 因子 组 合 的 存在 决定 ， 还 取决 于 其 所 处 的 染色 质 环境 ， 后 者 是 细胞 个 体 发 育 历 史 的 
反映。 例如， 基因 活性 受到 DNA 甲 基 化 模式 ， 染 色 质 组 蛋白 修饰 状态 ， 基 因 相 对 于 抑 
制 性 异 染 色 质 的 核定 位 状态 以 及 基因 座 结构 的 影响 。 

造血 系统 ， 特 别 是 淋巴 细胞 的 发 育 非常 适合 用 于 研究 世系 化 决定 和 分 化 的 表 观 遗传 
学 机 制 ， 因 为 造血 系统 的 世系 图 已 非常 明晰 ， 从 造血 干细胞 到 各 种 成 熟 的 血细胞 之 间 的 
各 个 发 育 阶段 均 已 被 深入 了 解 (图 21-3) (Akashi et al. 2000; Busslinger 2004) 。 因 此 ， 


AFC * 
表 观 遗传 学 





HAT HDAC + 
重 塑 子 DNA 甲 基 化 «7 RAS H 


基因 激活 RRM = 核 内 基因 基因 座位 的 
重 定位 染色 质 构造 


图 21-2 转录 因子 在 表 观 遗传 基因 调控 中 的 核心 地 位 
根据 细胞 外 信号 而 被 频繁 调控 的 转录 因子 主要 负责 基因 激活 、 转录 抑制 、 核 内 基因 重 定位 和 基因 座 的 染色 质 
构造 。 转 录 因子 通过 和 共 激 活 因 子 (包括 组 蛋白 乙酰 转移 酶 )、 共 阻 过 因子 〈 包 括 组 蛋白 去 乙酰 化 酶 ) RE 
质 重 塑 机 器 和 聚 梳 蛋白 复合 体 相互 作用 来 完成 多 种 不 同 的 功能 。 


pre-BCR 
Ig 轻 链 重 排 





proliferative 
expansion 





R 21-3 B 细 胞 发 育 示 意图 
造血 干细胞 (HSC) 通过 图 示 的 发 育 阶 段 分 化 成 分 泌 免 疫 球 蛋 白 的 浆 细胞 。LMPP， 预 淋巴 化 的 多 能 性 源 祖 细 
胞 ，CMP， 髓 系 共 同 源 祖 细胞 ELP， 早 期 淋巴 源 祖 细胞 CLP， 淋巴 系 共同 源 祖 细胞 。I~III 部 分 表示 淋巴 细 
胞 生成 的 各 发 育 阶段 ， 这 些 阶 段 的 表 观 遗传 学 机 制 已 在 本 章 中 进行 了 讨论 。 


不 同 发 育 阶 段 的 细胞 可 以 通过 FACS 从 造血 器 官 中 分 选 出 来 ， 进 行 体外 培养 ， 分 子 水 
平分 析 ， 经 病毒 表达 系统 改造 ， 然 后 重新 注 人 受 体 小 鼠 中 ， 在 体内 研究 遗传 操作 带 来 的 
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功能 改变 。 虽 然 造 血 发 育 的 表 观 遗传 学 机 制 只 初步 得 到 曾 述 ,但 大 部 分 已 知 的 表 观 遗传 
学 控制 的 原理 都 适用 于 B 淋巴 细胞 生成 。 

B 细胞 的 发 育 可 以 粗略 地 分 为 三 个 阶段 ， 分 别 为 从 源 祖 细胞 到 B 细胞 的 世系 化 决 
定 ， 通 过 V CD) J 重 排 产生 抗原 受 体 多 样 性 以 及 从 成 熟 B 细胞 最 终 分 化 成 分 泌 免 疫 球 
RARA (E 21-3)。 在 本 章 中 ， 我 们 讨论 控制 这 三 个 发 育 阶 段 的 表 观 遗传 学 机 
制 ， 这 些 机 制 同时 也 揭示 了 适用 于 其 他 发 育 系统 的 基本 原理 。 


2. 淋巴 细胞 生成 早期 的 世系 化 决定 | 


2.1 细胞 外 信和 号 


造血 细胞 的 发 育 起 始 于 成 鼠 骨 髓 中 造血 干细胞 分 化 成 髓 系 共 同 源 祖 细胞 (common 
myeloid progenitor, CMP) (Akashi et al. 2000) 或 预 淋 巴 化 的 多 能 性 源 祖 细胞 
(lymphoid-primed multipotent progenitor，LMPP) (Adolfsson et al. 2005). 。 红 细胞 只 
能 由 CMP 发 育 而 来 ， 而 骨髓 细胞 能 从 CMP 或 LMPP 发 育 而 来 。LMPP 细胞 中 淋巴 基 
因 RAGI 和 RAG2 的 激活 标志 了 早期 淋巴 源 祖 细 胞 (earliest lymphocyte progenitors, 
ELP)》 的 出 现 ， 这 些 淋巴 源 祖 细 胞 能 分 化 成 具有 B, TA NK 细胞 发 育 潜能 的 淋巴 共同 
源 祖 细胞 (common lymphoid progenitors, CLP) (图 21-3) (Busslinger 2004) 

在 上 骨髓 中 ， 细 胞 外 信号 和 转录 因子 对 于 HSC 向 CLP 和 早 B 细胞 (pro-B cell) W 
祖 细胞 的 分 化 都 是 必须 的 。 淋 巴 源 祖 细 胞 和 B 淋巴 细胞 的 产生 取决 于 cKii 、FULt3 和 
IL-7 受 体 介 导 的 信号 通路 (Waskow et al. 2002; Vosshenrich et al. 2003) 。 特 别 是 F3 
和 IL-7Ra 双 缺 陷 的 小 鼠 完 全 不 能 产生 早期 B 细胞 (Vosshenrich et al. 2003), Fl3 和 
IL-7R 信号 激活 了 与 之 紧密 相关 的 转录 因子 Stat5a 和 Stat5b， 这 两 个 转录 因子 的 激活 有 
利于 淋巴 源 祖 细胞 分 化 成 早期 B 细胞 (图 21-4) (Zhang et al. 2000; Kovanen and 
Leonard 2004), Bh, B 细胞 的 发 育 取决 于 锌 指 转录 因子 Ikaros 和 Ets AMRMEA 
PU. 1， 因 为 在 Ikaros 和 PU. 1 基因 突变 的 小 鼠 中 ， 不 存在 具有 IL-7R 标志 性 表达 的 
CLP (图 21-4) (Allman et al. 2003; Dakic et al. 2005), 


2.2 ”转录 因子 


淋巴 源 祖 细胞 进入 B 细胞 通路 取决 于 螺旋 - 环 - 螺 旋转 录 因 子 E2A (Tcfe2a) 、 早 
期 B 细胞 因子 EBF1 和 成 对 结构 域 蛋白 Pax5 (BSAP) (图 21-4)。E2A 和 EBF1 共同 
激活 B 细胞 特异 性 基因 的 表达 ， 这 为 早 B 细胞 的 生成 所 必须 (Busslinger 2004). m 
Pax5 缺失 时 ，B 细胞 特异 性 转录 程序 的 激活 不 足以 决定 早期 源 祖 细胞 向 了 淋巴 细胞 发 
育 。Paz5 纯 合 突变 体 中 ， 上 骨髓 中 B 细胞 发 育 停 沾 于 早期 B 细胞 阶段 (Nutt et 
al. 1997)。Pax5 -突变 体 中 ， 旱 B 细胞 保留 着 类 似 于 未 决定 的 淋巴 源 祖 细胞 的 特征 
性 ， 即 大 量 自我 更 新 和 多 向 发 育 潜能 (Nutt et al. 1999)。 有 趣 的 是 ， 在 Pax5 WA 
细胞 中 ， 髓 系 转录 因子 在 淋巴 组 织 处 的 异 位 表达 能 有 效 地 诱导 由 淋巴 向 骨髓 细胞 的 命运 转 
化 ， 这 说 明 Pa5 下 突变 体 中 早 B 细 胞 是 一 种 体外 可 克隆 的 ， 具 有 肯 骨 分 化 潜能 的 淋巴 源 
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图 21-4 早期 淋巴 细胞 形成 的 转录 调控 
在 图 示 转 录 因 子 的 调控 下 ， 造 血 干 细胞 (HSO 发 育成 自然 杀伤 细胞 CNK), Bam T 细胞 
世系 的 源 祖 细 胞 。 详 见 Busslinger 2004, 


祖 细胞 〈Busslinger 2004) 。 更 重要 的 是 ， 恢 复 Pars 基因 的 表达 能 够 抑制 Pars F B4 
胞 的 多 问 发 育 潜 能 ， 而 促进 其 向 成 熟 B 细胞 发 育 (Nutt et al. 1999) 。 这 些 实 验证 明 ，Pax5 
是 一 个 关键 的 BB 细胞 命运 决定 因子 ， 限 定 了 淋巴 源 祖 细胞 向 B 细胞 通路 的 发 育 选择 。 

未 决定 的 造血 源 祖 细胞 通过 “ 预 世 系 化 ”进程 ， 实 现 数 种 不 同志 系 程序 特异 性 基因 的 
混杂 表达 (Miyamoto et al. 2002)。 与 此 一 致 的 是 ，Pax5 一早 也 细胞 不 仅 表 达 早 也 细胞 特 
异 基因 ， 而 且 还 表达 其 他 世系 特异 性 基因 (Nutt et al. 1999)。 在 世系 决定 期 ，Pax5 完成 
激活 B 细胞 特异 性 基因 表达 ， 同 时 抑制 世系 不 匹配 基因 表达 的 双重 任务 (图 21-5) (Nutt 
et al. 1999) 。Pax5 激活 一 些 编码 AD B 细胞 受 体 (BCR) 信号 通路 重要 组 分 的 靶 基 因 ， 
例如 信号 传递 链 Iga (mb-1，Cd79a) 、 刺 激 共 受 体 CD19 和 CD21 以 及 中 央 接 头 蛋白 BLNK 
(图 21-5) CBusslinger 2004) 。 因 此 ，Paxs5 的 反 式 激活 功能 促进 由 前 BCR Iq] BCR 的 信号 
转 导 ， 从 而 构成 了 B 细胞 发 育 的 重要 关卡 。 另 一 方面 ，Pax5 抑制 基因 则 编码 大 量 的 分 
说 和 蛋白 、 细 胞 黏着 分 子 、 信 号 转 导 子 和 核 和 蛋白 ， 这 些 基 因 在 红细胞 、 上 骨髓 细胞 和 /或 
淋巴 细胞 中 表达 (图 21-5) (Delogu et al. 2006)。 其 中 包括 Csflr (M-CSFR) 和 
Notch] 基因 ， 其 Pax5 依赖 性 的 低 表 达 很 好 地 辣 明了 决定 后 的 B 细胞 为 何不 再 应 答 骨 髓 
细胞 因子 M-CSF (Nutt et al. 1999) 或 诱导 本 细胞 产生 的 Notch 配 体 (Busslinger 
2004) 。 因 此 ，Paxs5 的 抑制 功能 通过 关闭 不 当 信 号 系统 参与 B 细胞 决定 。 通 过 与 Grou 
cho 蛋 日 家族 辅 抑制 因子 的 相互 作用 ，Pax5 能 够 募集 组 重 白 去 乙酰 化 酶 (histone 
deacetylase, HDAC) 到 调控 元 件 上 ， 并 导致 基因 抑制 (Linderson et al. 2004). 

E2A、EBF1 以 及 它们 的 靶 基 因 通 常 都 在 Paz5 -一早 也 细胞 中 表达 ， 这 表明 在 B 细 
胞 发 育 过 程 中 ，Pax5 作用 于 E2A 和 EBF1 的 下 游 (Nutt et al. 1997; Busslinger 2004) 。 
与 此 一 致 的 是 , 在 EA R EBF RAA, AREFE Pax5 转录 物 (Ikawa et 
al. 2004; Medina et al. 2004) 。 在 E2A 个 源 祖 细胞 中 ，EBF1 的 表达 水 平 很 低 (kawa 
et al. 2004) ， 而 在 EBFI -^ 源 祖 细胞 中 ， 成 A 被 正常 转录 (Medina et al. 2004)。 此 
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Cd79a 的 研究 为 B 细胞 发 育 开 始 时 基因 抑制 是 如 何 被 解除 的 问题 提供 了 第 一 手 资 料 
(mb-1, Iga; Maier et al. 2004), Cd79a 基因 启动 子 除 了 包括 Ets 和 Runx 的 结合 位 点 
之 外 ， 还 包括 了 三 个 转录 因子 E2A、EBF1 和 Pax5 的 功能 识别 序列 (图 21-6) (Maier 
et al. 2004)。 这 个 转录 控制 区 域 的 CpG HRE HSC 中 是 被 甲 基 化 的 ， 在 CLP 中 部 
分 去 甲 基 化 ， 在 决定 了 的 早 B 细胞 中 完全 去 甲 基 化 (Maier et al. 2004), Cd79a 启动 子 
在 E2A -C W EBF] “个 源 祖 细 胞 中 也 是 完全 甲 基 化 的 ， 但 能 在 EBF1 和 Runxl 的 协同 
作用 下 去 甲 基 化 ， 与 Pax5 一 起 作用 ， 导 致 mb] 基因 在 决定 了 的 早 B 细胞 中 被 转录 激 
fe (图 21-6) (Maier et al. 2004)。 因 此 ，EBF1， 可 能 还 有 E2A， 作 为 B 细胞 早期 发 育 
的 “先锋 ”因子 ， 通 过 启动 基因 激活 所 需 的 表 观 遗传 变化 ， 促 进 早期 源 祖 细胞 分 化 成 决 
定 的 旱 B 细胞 。 虽 然 组 蛋白 修饰 和 染色 质 结构 的 变化 尚未 得 到 研究 ， 但 E2A 和 Pax5 很 
可 能 通过 与 SAGA 和 p300/CBP 组 蛋白 乙 栈 转移 酶 (HAT) 复合 物 的 相互 作用 参与 了 
开放 的 乙酰 化 染色 质 的 形成 (Massari et al. 1999; Barlev et al. 2003), 


3. 抗原 受 体 多 样 性 的 表 观 遗传 学 调控 


3.1 抗原 受 体 基 因 重 排 的 发 育 调控 


获得 性 免疫 系统 的 指导 原则 是 每 一 个 新 产生 的 淋巴 细胞 只 识别 一 种 特异 性 的 抗原 ， 
这 样 淋 巴 细胞 的 整体 多 样 性 就 是 以 对 付 各 种 可 能 的 抗原 。 为 了 达到 这 个 目的 ，B 和 全 
细胞 表达 世系 特异 性 的 抗原 受 体 ， 以 介 导 抗体 依赖 性 的 体液 免疫 或 细胞 免疫 。BCR 包 
fai Ae (gH) 和 一 个 Ign 轻 链 或 IgA BEE (gL). T 细胞 中 的 aB 世系 ， 组 
成 了 小 鼠 和 人 的 大 部 分 工 淋 巴 细胞 ， 它 们 表达 工 细胞 受 体 (TCR) BEM TCR, M 
功能 不 同 的 Y8T 细胞 则 在 其 细胞 表面 含有 TCRY 和 TCR 受 体 。 这 些 抗原 受 体 蛋白 由 
一 个 包含 了 不 连续 的 可 变 (CV), SRE D 和 连接 (J) 基因 片段 的 大 基因 座 所 编码 ， 
在 淋巴 细胞 的 发 育 过 程 中 这 些 基 因 片 段 通 过 V (D 丁 重 排 装配 成 一 个 有 功能 的 基因 。 
D, J, RIJE V 基因 片段 的 多 样 性 和 它们 重 排 的 随机 性 保证 了 免疫 技能 的 无 限 多 样 性 
(Bassing et al. 2002), 

EDNA KEE, V (D J 重 排 的 机 制 相 对 简单 。 所 有 的 V. D 和 J 基因 片段 两 端 
都 有 重组 信号 序列 (RSS)，, 该 序列 是 由 相对 保守 的 ， 由 12 或 23 bp 间隔 序列 隔 开 的 七 
聚 体 和 九 聚 体 元 件 组 成 。 淋 巴特 异 的 重组 酶 RAG1 和 RAG2， 在 高 迁移 率 蛋 白质 的 辅 
助 下 ,将 12 bp 和 23 bp 的 RSS 装配 形成 一 个 突 触 式 复合 物 ， 而 后 在 RSS 和 编码 片段 
之 间 产 生 一 个 双 链 DNA 断裂 。 随 后 ， 普 所 存在 的 非 同 源 末 端 连接 机 器 的 修复 因子 将 这 
些 DNA 断裂 加 工 并 重新 连接 ， 最 后 形成 编码 区 和 信号 接头 (Bassing et al. 2002). 

RAG 蛋白 在 所 有 免疫 B 和 了 淋巴 细胞 中 都 表达 ， 因 此 ，V (D) J EHE DNA 模 
板 水 平 上 的 简单 性 带 来 了 不 同 抗原 受 体 装 配 的 特异 性 问题 。 必 须 有 严格 的 调节 以 限制 
RAG 生日 只 能 特异 性 地 作用 于 所 有 重 排 底 物 中 的 一 部 分 〈Yancopoulos and Alt 1985; 
Stanhope-Baker et al. 1996). V (D) J 重 排 以 世系 和 阶段 特异 的 方式 被 严格 调控 。 在 B 
淋巴 世系 中 ， 早 也 a IH SAW BEET AT B 细胞 中 Ige 和 Iga 的 重 排 ， 而 TCRB 
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和 TCRa 基因 的 重 排 则 分 别 发 生 在 早 荆 细 胞 和 前 工 细 胞 中 。 此 外 ，Ig 下 基因 V(D)J 
重 排 具 有 一 个 明确 的 时 间 顺 序 ， 即 Da-Ja 重 排 优 先 于 Va-DJa 重 排 。 在 旱 工 细胞 发 育 过 
程 中 ，TCR8 基因 座 的 重 排 以 同样 的 顺序 (Ds-J 在 Vi-DJ 之 前 ) 进行 。 因 此 ， 必 须 有 
控制 机 制 的 存在 以 保护 所 有 的 V 基因 在 DJ 重 排 时 不 被 RAG 前 切 ， 并 在 V-DJ 重 排 时 
保证 在 上 百 个 V 基因 中 只 有 一 个 发 生 重 排 。 因此， 抗原 受 体 产 生 的 过 程 完全 依赖 于 对 
RAG1/2 重组 酶 与 RSS 作用 的 精确 调控 。 

成 功 的 IgH X TCRB 基因 的 V-DJ 重 排 导 致 IgH 或 TCRB 蛋白 作为 前 BCR 或 前 
TCR 复合 物 组 分 的 表达 ， 这 作为 一 个 重要 的 检验 点 ， 可 以 使 第 二 个 已 发 生 DJ 重 排 的 等 
位 基因 不 再 进行 V-D) 重 排 并 促进 前 B 和 前 工 细 胞 的 发 育 ， 引 发 IgL 或 TCRa 基因 的 
重 排 。 最 终 ， 具 有 信和 号 功能 的 BCR 或 TCR 的 表达 ， 在 未 成 熟 B 或 工 细 胞 中 ， 通 过 抑 
制 RAG1/2 基因 的 转录 ， 完 全 阻 断 V (CD) J 重 排 (Jankovic et al. 2004) 。 然 而 ， 自 身 
免疫 BCR 产生 的 信和 号 能 重新 启动 免疫 球 和 蛋白 轻 链 基因 的 重 排 ， 以 产生 一 个 具有 新 抗原 
特异 性 的 BCR ( 受 体 编辑 ; Jankovic et al. 2004) 。 另 外 ， 细 胞 因子 IL-7 产生 的 信号 为 
促进 早 工 细胞 中 TCRy 基因 的 重 排 所 必需 (Schlissel et al. 2000) 。 因 此 ，V (D JE 
排 不 仅 受 其 内 在 的 发 育 和 世系 特异 性 的 核 机 制 所 调控 ， 还 受 产 生 于 细胞 表面 的 外 来 信和 号 
的 调控 。 

V D) J 重 排 的 发 育 和 位 点 特异 性 限制 主要 是 发 生 于 表 观 遗传 水 平 (Krangel 
2003)。 在 非 淋 巴 细胞 中 ，Ig 和 TCR 基因 位 于 难 接近 的 染色 质 区 域 上 ， 因 为 在 肾 细胞 
中 外 源 表达 的 RAG 和 蛋 白 能 有 效 切 割 转 染 的 游离 重组 底 物 ， 却 不 能 作用 于 内 源 的 抗原 受 
体 基 因 (Romanow et al. 2000) 。 此 外 ， 在 提取 的 淋巴 细胞 核 中 添加 重组 RAG 蛋白 ， 只 
能 对 那些 用 于 提 核 的 细胞 中 正在 活 牙 发 生 V CD) J HERS Ie 或 TCR 基因 进行 切割 
(Stanhope-Baker et al. 1996) 。 因 此 ， 基 因 重 排 的 世系 特异 性 和 时 间 顺 序 是 由 连续 的 局 
部 染色 质 的 开放 所 决定 ， 以 允许 特定 的 RSS 被 V (CD) J 重 排 酶 所 作用 。 染 色 质 既 保 护 
RSS 又 引导 对 它们 的 切割 ， 表 明了 一 个 “染色 质 密码 ”的 存在 ， 这 个 “染色 质 密码 ” 
标记 了 重组 位 点 和 /或 促进 RAG 介 导 的 切割 。 

组 艇 白 赖 氨 酸 残 基 的 乙醚 化 不 仅 是 开放 染色 质 的 典型 特征 ， 而 且 在 决定 Ig 和 TCR 
基因 座 的 染色 质 可 接近 性 方面 起 了 重要 作用 ， 因 为 它 能 够 划分 可 重组 的 基因 片段 区 域 
(McMurry and Krangel 2000; Chowdhury and Sen 2001), SWRA ZC RILRAN AAT 
揭示 了 IgH 基因 座 不 同 染色 质 区域 逐 步 激活 的 现象 Chowdhury and Sen 2001) . 一 
个 包含 Dn、Jn 和 C, 基 因 片 段 的 120Kb 的 基因 组 区 域 在 V (CD) J 重 排 之 前 首先 发 生 高 
乙酰 化 。Da-Jn 重 排 随后 诱导 Da 近 端 的 Vu 基因 发 生 组 绰 白 乙酰 化 和 重 排 (Chowdhury 
and Sen 2001)。 最 后 ,包括 大 部 分 Vu 基因 的 远 端的 2Mb 区 域 被 IL-7 信号 激活 
(Chowdhury and Sen 2001) 。 对 发 育 中 工 细胞 的 TCRa/6 基因 座 的 详细 分 析 也 显示 组 蛋 
H H3 超 乙酰 化 区 域 和 V (D) 丁 重组 酶 可 接近 区 域 是 完全 重 春 的 《MeMurry and Kran- 
gel 2000) 。 因 此 ， 组 蛋白 乙酰 化 似乎 是 控制 重组 起 始 及 进程 的 染色 质 修饰 模式 的 必需 
组 分 (Krangel 2003), 

但 是 ， 组 蛋白 去 乙酰 化 酶 抑制 剂 对 体内 V (CD) 丁 重 排 几乎 没有 影响 ， 因 此 ， 乙 栈 
化 本 身 并 不 足以 促进 重组 的 发 生 QMcBland and Boyes 2000)。 上 此外， 在 pro-B 细胞 中 可 
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以 惊人 地 同时 存在 组 蛋白 H3 高 乙酰 化 和 V (D) J 低 重 排 (Hesslein et al. 2003; Su et 
al. 2003) 。 在 缺失 能 三 甲 基 化 组 蛋白 H3 第 27 MMAR (H3K27me3) WHAE AMAR 
甲 基 化 酶 CHKMT) Ezh2 的 早 了 细胞 中 ，Da 末 端 Va 基 因 铀 上 正常 的 组 蛋白 乙酰 化 水 
平 并 不 能 维持 末端 Va-DJa 的 重 排 〈Su et al. 2003) 。 高 水 平 H3K27me3 与 远 端 而 不 是 
近 端 Va 基 因 相 关联 的 发 现 表 明了 H3K27 甲 基 化 在 Va 基 因 重 排 中 的 区 域 特 异性 作用 
(Su et al. 2003) 。 在 野生 型 和 Ezh-2 缺陷 型 的 早 工 细胞 中 ，TCR8 基 因 的 重组 效率 相 
同 ， 这 一 现象 凸显 了 Ezh2 介 导 的 调节 作用 对 Ig 日 基因 座 的 选择 性 (Su et al. 2005), 
因此 ， 其 他 染色 质 修饰 很 可 能 参与 了 早 B 细胞 中 近 端 Va 基因 V (D J EHME T 4 
胞 中 TCRB 重 排 的 调控 。 组 蛋白 H3 第 4 位 赖 氮 酸 的 双 甲 基 化 〈H3K4me2) 是 一 个 激 
活 型 的 组 蛋 日 标记， 它 也 与 ILH ATCR 基因 片段 的 可 接近 程度 星相 关 性 (Morshead 
et al. 2003)。 相 反 ，H3 第 9 位 赖 氨 酸 的 双 甲 基 化 《〈H3K9me2) 是 一 个 抑制 型 的 染色 质 
标记 ， 与 JE 互 和 TCRRB 基因 片段 的 V(D)J 重 排 呈 负 相关 性 CMorshead et al. 2003). 
将 H3K9 HKMT G9a 锁定 于 TCRB 微 基 因 座 的 种 系 PDB1 启动 子 ， 导 致 其 周围 的 染色 
质 不 可 接近 从 而 防止 V CD) J 重 排 ,这 一 最 新 人 研究 成 果 证 实 了 H3K9me2 对 重 排 的 抑 
市 功能 COsipovich et al. 2004), 

有 利于 V (D) J 重组 酶 接近 的 组 蛋 日 修饰 模式 必然 是 ， 通过 发 生 在 抗原 受 体 基因 
上 的 事件 ， 在 重 排 之 前 得 以 建立 。 在 组 蛋白 修饰 图 可 被 实验 绘制 之 前 ， 人 们 就 已 经 知 
道 ， 尚 未 重 排 的 基因 片段 中 短 的 正义 链 RNA 的 转录 发 生 于 V D) J 重 排 之 前 (Yan- 
copoulos and Alt 1985) 。 位 于 抗原 受 体 基因 的 增强 子 和 局 动 子 为 V_ CD) J 重 排 所 必需 ， 
这 一 发 现 进一步 支持 了 转录 在 控制 位 点 可 接近 性 方面 的 潜在 作用 。 内 源 增 强 子 和 启动 子 
的 缺失 导致 抗原 受 体位 点 V(D)J 重 排 的 减少 或 消失 ， 而 额外 的 世系 特异 性 增强 子 的 
引 人 则 会 产生 新 的 V CD) J EHEH (Bassing et al. 2002; Krangel 2003)。V、D、J 
片段 携带 的 大 量 启 动 子 控制 相对 短 距离 的 邻近 序列 的 重 排 ， 而 增强 子 则 对 V CD) JB 
排 进 行 长 距离 调控 (Bassing et al. 2002; Krangel 2003) 。 局 动 子 上 预 起 始 复合 体 的 组 
装 可 能 引发 该 处 核 小 体 的 解 离 ， 这 可 以 促进 重组 酶 的 接近 ， 即 便 组 蛋 日 修饰 不 发 生 改 
变 。 但 更 有 可 能 的 是 ， 启 动 子 主动 参与 形成 一 个 允许 重组 的 染色 质 结构 ， 因 为 延伸 阶段 
的 RNA REM 工 复 合 物 自己 携带 着 组 蛋白 乙 栈 转移 酶 ， 可 能 帮助 组 蛋 白 乙酰 化 沿 着 转 
FESE (Orphanides and Reinberg 2000) 。 基 因 转 录 也 导致 复制 依赖 型 组 和 蛋白 H3 
被 变 体 H3. 3 置换 ， 这 也 被 认为 有 利于 维持 转录 区 域 染 色 质 的 可 接近 状态 (Chow et 
al. 2005; Mito et al. 2005). 

如 上 所 述 ， 每 一 个 抗原 受 体位 点 都 包括 成 百 上 干 的 RSS， 虽 然 在 任 一 淋巴 细胞 中 ， 
只 有 少数 几 个 RSS 会 在 特定 的 发 育 阶 段 被 切割 。 因 此 可 以 想象 ， 每 一 RSS 位 点 DNA 
序列 的 差异 有 可 能 会 影响 它们 的 切割 效率 。 对 人 造 VD) J 重 排 底 物 的 分 析 的 确 说 明 
在 RSS 七 聚 体 和 九 聚 体 元 件 ， 以 及 不 太保 守 的 间隔 序列 和 相 邻 编码 序列 中 出 现 的 天 然 
差异 能 够 影响 重组 频率 ， 因 此 对 抗原 受 体 所 有 V、D、J 基因 片段 中 特定 成 员 的 使 用 差 
异 起 一 定 的 决定 作用 (Lee et al. 2003)。 在 以 “组 和 蛋 日 密码 ”学 说 为 核心 的 模型 框架 
中 ， 选 择 性 切割 的 实现 ， 应 该 就 是 将 特定 RSS 或 其 邻近 序列 的 特征 性 表述 为 特定 的 组 
蛋白 修饰 模式 ， 从 而 标记 出 RAG 介 时 的 切割 位 点 的 过 程 。 这 个 密码 可 能 是 在 反 义 转录 
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物 的 帮助 下 建立 的 。 确 实 ， 在 早 了 细胞 中 ， 涵 盖 整 个 Vu 基因 簇 的 基因 间隔 区 反 义 转录 
发 生 于 IgH 基因 座 的 Va-DJu 重 排 之 前 (Bolland et al. 2004) 。 这 些 长 的 反 义 转 录 物 可 
能 介 导 了 染色 质 重 塑 ， 以 便 在 重 排 之 前 打开 大 的 Va 基 因 区 域 。 或 者 ， 这 些 反 义 转 录 物 
能 与 短 的 正义 种 系 Vs 转录 物 形成 杂 合 双 链 RNA， 然 后 被 RNA 干扰 机 器 加 工 成 siR- 
NA, AmI HKMT 募集 到 重 排 位 点 (Bolland et al. 2004; 关于 RNAi 机 器 详 见 第 8 
章 ) 。 作 为 这 个 假设 的 延伸 ， 我 们 猜想 特定 RSS 位 点 特异 性 的 正义 链 种 系 转录 物 可 能 会 
产生 双 链 RNA， 将 组 蛋白 修饰 酶 定位 到 这 一 而 非 其 他 RSS 序列 上 。 如 果 这 一 猜想 能 被 
实验 证 明 ， 这 个 假定 的 机 制 就 能 够 解释 RAG 介 导 的 特定 RSS 位 点 切割 的 精确 性 和 选择 
性 。 有 趣 的 是 ， 最 近 有 研究 表明 ，RAG2 蛋白 能 够 直接 与 组 蛋白 相互 作用 ， 因 此 ， 可 能 
在 解读 特定 RSS 序列 中 组 和 蛋白 修饰 模式 上 起 重要 作用 (West et al. 2005), 


3.2 免疫 球 和 蛋白 基因 的 亚 核 重 定位 


核 外 周 和 着 丝 粒 周围 的 异 染色 质 是 细胞 核 中 两 个 主要 的 抑制 性 空间 ， 它 们 对 于 造血 
细胞 中 非 活化 状态 基因 的 扩展 具 重 要 意义 (Brown et al. 1997; Baxter et al. 2002) 。 根 
据 基 因 的 活跃 状态 ， 它 们 被 重新 定位 于 这 些 抑制 性 空间 和 促进 基因 转录 的 核 中 心 区 域 
(Brown et al. 1997; Baster et al. 2002) 。 有 趣 的 是 ， 在 所 有 早 B 细胞 ， 包 括 非 决定 的 淋 
EHF, IH Al I ge 基因 座 总 是 默认 存在 于 核 外 周 (Kosak et al. 2002), IgH 
基因 座 通过 远 端 Va 基 因 锚 定 于 核 外 周 ， 通 过 近 端 Tg 日 区 域 靠 向 促进 Da-Ja 重 排 的 核 中 
心 区 域 (Fuxa et al. 2004). Æ B 细胞 发 育 的 起 始 阶 段 ，IgH 基因 座 激 活 的 引发 步骤 包 
fh IgH Ml Ign 基因 座 从 核 外 周 向 核 中 心 区 域 的 重 定 位 《Kosak et al. 2002) 。 这 个 亚 核 
重 定位 可 能 有 利于 染色 质 展 开 和 种 系 转录 ， 致 使 近 端 Va-DJa 重 排 。 有 微弱 的 证 据 认 
为 ，EBF1 和 Pax5 分 别 在 IH 和 Ige 基因 座 的 中 心 重 定 位 过 程 中 起 作用 (Fuxa et 
al. 2004; Sato et al. 2004), 

虽然 在 早 B 细 胞 中 ，IgH Allee 基因 座 的 等 位 基因 都 重新 定位 于 中 心 核 区 域 (Ko- 
sak et al. 2002; Fuxa et al. 2004)， 但 是 在 成 功 进 行 了 V D) J 重 排 的 成 熟 B 细胞 中 ， 
这 两 个 等 位 基因 具有 不 同 的 表现 (Skok et al. 2001), Æ B 细胞 激活 后 ， 成 功 重 排 的 Ig 
等 位 基因 仍 远离 着 丝 粒 群 ， 增 强 其 表达 (Skok et al. 2001) 。 同 时 ， 无 效 的 IgH 和 Ige 
等 位 基因 在 B 细胞 激活 后 重新 定位 并 沉默 于 着 丝 粒 异 染 色 质 区 。 有 趣 的 是 ， 着 丝 粒 区 
对 无 效 [gH Allen 基因 座 的 募集 是 通过 它们 的 远 端 V 基因 区 域 发 生 的 ， 这 表明 相同 的 
DNA 序列 既 能 参与 核 外 周 也 能 参与 着 丝 粒 异 染 色 质 区 域 对 沉默 le 基因 座 的 募集 
(Roldan et al. 2005), 


3.3 ”免疫 球 和 蛋白 基 因 的 位 点 收缩 


IgH 基因 座 中 约 200 个 Va 基 因 覆 次 了 2.4Mb 的 区 域 ， 并 依 其 序列 相似 性 和 相对 
于 近 端 Da 基因 片段 的 位 置 被 分 为 15 个 远 端 、 中 心 或 近 端 Va 基 因 家 族 。 在 非 也 淋巴 细 
胞 和 淋巴 源 祖 细胞 中 ， 两 个 IH 等 位 基因 在 核 外 周 呈 现 一 种 伸展 的 构象 (Kosak et 
al. 2002) 。 相 反 ， 在 已 决定 的 BB 细胞 中 ，IgHH 基因 座 经 过 长 距离 收缩 ， 将 远 端 Vu 基因 
ATE EH K DJa 区 域 附近 ， 从 而 促进 Va-DJa 的 重 排 (图 21-7) (Kosak et 
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al. 2002; Fuxa et al. 2004), Ige 基因 座 的 约 140 个 Ve 基因 也 覆盖 了 3Mb WER, 与 
IEH 的 长 度 相 仿 。 与 早 B 细胞 中 的 IgHH 基因 相似 ， 小 前 B 细胞 和 未 成 熟 B 细胞 中 的 
Ten 基因 座 都 经 历 了 收缩 的 过 程 ， 这 就 说 明 ， 在 重 排 的 细胞 中 两 个 Ig 基因 座 都 处 于 一 
个 收缩 状态 (Roldan et al. 2005) 。 用 远 端 、 中 心 和 近 端 的 基因 探 针 进行 荧光 原 位 杂交 
分 析 表 明 各 Ie 子 区 域 的 环 化 导致 了 TIs M Ige 基因 座 的 长 距离 收缩 (图 21-7) 
(Roldan et al. 2005), 
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21-7 早 B 细 胞 中 免疫 球 蛋 白 重 链 基 因 座 的 收缩 
IH 基因 座 包 括 一 个 含 多 样 性 区 (D), ERK J), EEK (O 基因 片段 的 近 端 区 域 和 一 个 大 的 可 
FK CV) HAE, BA 200 个 基因 覆盖 了 约 2.4Mb 的 区 域 。 在 Pazx -人 一 或 Ezh12- -一早 也 细胞 中 ， 
IgH 基因 座 以 一 种 伸展 的 构象 存在 ,使 V(D)J 重 排 只 能 发 生 在 近 端 区 域 。 在 野生 型 早 B 细胞 中 ， 由 
于 IgHH 基因 座 通 过 环 化 发 生 收 缩 ， 所 有 的 Vs 基因 都 可 以 参与 Va-DJn 重 排 。 


尽管 Vu 基因 沿 整 个 Va 基 因 簇 包括 最 远 端的 VaJ558 家 族 都 以 高 乙酰 化 染色 质 状态 
存在 且 易 被 接近 (Hesslein et al. 2003) ， 但 远 端 Va-DJa 重 排 不 发 生 于 Pars H BH 
胞 中 〈Nnutt et al. 1997) 。 远 端 Va-DJa 重 排 的 失败 与 IgH 基因 座 收 缩 的 缺失 并 存 (图 
21-7)， 且 能 通过 在 Pax5 l E B 细胞 中 以 道 病毒 表达 Pax5 来 恢复 (Fuxa et al. 2004), 
因此 ，Pax5 是 早 B 细胞 中 Tg 互 基因 座 收 缩 的 关键 调节 和 蛋白。 组 蛋白 甲 基 转移 酶 Ezh2 
也 被 认为 在 IgH 基因 座 的 收缩 过 程 中 起 作用 ， 因 为 HSC 中 Ezh2 的 条 件 性 失 活 导 致远 
端 Va-DJa 重 排 的 减弱 ， 尽 管 在 Ezh2 缺陷 的 早 B 细胞 中 远 端 Va 基 因 仍 保持 充分 的 染色 
质 可 接近 性 (Su et al. 2003) 。 有 趣 的 是 ， 尽 管 Paz5 和 Ezh2 RBH RAH B 细胞 中 有 
相似 的 ITg 互 重 排 表 型 ， 但 是 它们 没有 遗传 相关 性 (Fuxa et al. 2004) 。 因 此 Pax5 有 可 
能 作为 一 个 序列 特异 的 丢 定 因子 将 包含 Ezh2 的 Polycomb 抑制 复合 物 2 (PRC2) 募集 
到 IgH 基因 座 上 的 选 定 区 域 。 由 此 而 产生 的 组 蛋白 H3 第 27 位 赖 氨 酸 甲 基 化 
(H3K27me3) 可 能 吸引 PRC] 复合 物 并 诱导 靶 定 区 域 染 色 质 的 收缩 《Francis et 
al. 2004; 在 第 11 章 讨论 ) ， 因 此 产生 IH 基因 座 的 环 化 和 收缩 。 或 者 ， 基 因 座 收缩 可 
能 不 取决 于 核 中 组 蛋白 的 修饰 ， 而 是 需要 细胞 质 中 含 Ezh2 的 甲 基 转 移 酶 复合 物 来 催化 
信号 蛋白 的 赖 氨 酸 甲 基 化 ， 这 已 知 能 通过 与 GTP/GDP 置换 因子 Vavi 的 结合 来 调节 肌 
动 蛋 白 的 多 聚 化 (Su et al. 2005). 


第 21 章 ”淋巴 细胞 生成 的 表 观 遗传 学 调控 


3.4 IgH 和 Igx 等 位 基因 排斥 的 控制 


等 位 排斥 保证 了 两 个 Ig 等 位 基因 中 只 有 一 个 发 生 重 排 ， 从 而 导致 B 细 胞 只 表达 具 
有 独特 抗原 特异 性 的 单个 抗体 分 子 。 等 位 基因 排斥 的 过 程 被 分 为 两 个 不 同 的 阶段 。 在 引 
发 阶段 ， 两 Ig 等 位 基因 中 的 一 个 被 选中 进行 不 同 的 表 观 遗传 学 标记 并 首先 发 生 重 排 ， 
这 排除 了 两 个 等 位 基因 同时 发 生 重组 的 可 能 性 。 随 后 ， 已 重 排 的 等 位 基因 的 表达 会 通过 
反馈 抑制 阻止 第 二 个 等 位 基因 的 重组 ， 由 此 维持 等 位 基因 排斥 。 在 发 育 早期 的 着 床 阶 
段 ， 等 位 基因 排斥 已 经 被 引发 ， 此 时 ， 每 个 细胞 中 抗原 受 栖 基 因 的 两 个 等 位 基因 开始 发 
生 不 同步 复制 (Mostoslavsky et al. 2001). 通过 目前 尚未 知 的 表 观 遗传 机 制 ， 被 随机 选 
中 优先 复制 的 母系 或 父系 来 源 的 Ig EA, JLF 总 是 在 未 成 熟 B 淋巴 细胞 中 先 发 生 重 排 
(Mostoslavsky et al. 2001)" IgH 第 二 次 发 生 的 Var-DJa 重 排 是 受 调控 的 阶段 ， 因为 在 
AB 细胞 发 育 中 两 个 IgH 等 位 基因 都 能 发 生 Da-Ja 重 排 (Bassing et al. 2002) 。 然 而 ， 
等 位 基因 特异 性 的 表 观 遗传 学 标记 CARA PRED 是 如 何 被 翻译 成 两 个 IgH 等 
位 基因 相继 发 生 Va-DJa 重 排 的 激活 信号 昵 ? 人 们 对 此 仍 毫 无 所 知 。 一 个 Te 五 等 位 基因 
的 成 功 重 排 导 致 细胞 表面 前 B 细胞 受 体 〈 前 BCR) len 蛋白 的 表达 。 这 个 受 体 是 以 下 过 
程 的 关键 检验 点 ， 它 促进 大 前 B 细胞 的 大 量 增殖 ， 随 后 诱导 其 分 化 为 小 前 B 细胞 ， 并 
维持 已 发 生 DJu 重 排 的 IgH 基因 的 等 位 基因 排斥 (Kitamura and Rajewsky 1992; Bas- 
sing et al. 2002) 。 随 着 前 BCR 信号 的 产生 ，RAG 和 蛋白 的 表达 迅速 消失 (A 21-8), xX 
终止 了 所 有 V D) 了 重 排 的 继续 进行 ， 为 在 大 前 B 细胞 中 建立 等 位 基因 排斥 提供 了 条 
件 〈Grawunder et al. 1995) 。 前 BCR 信和 号 还 导致 组 蛋白 去 乙酰 化 并 由 此 降低 了 小 前 B 
细胞 中 Va 基 因 的 可 接近 性 ， 这 可 能 是 巩固 等 位 基因 排斥 的 反馈 调节 机 制 〈Chowdhury 
and Sen 2003) 。 然 而 ， 应 答 于 前 BCR 信号 而 发 生 的 IgH 收缩 的 迅速 逆转 提供 了 一 个 更 
为 可 能 的 机 制 ， 它 将 Vu 基因 与 近 端 TgHH 区 域 在 空间 上 分 隔 开 (图 21-8)， 进 而 阻止 已 
RE DJa 重 排 的 第 二 个 ILH 等 位 基因 再 度 发 生 Va-DJa 重 排 (Roldan et al. 2005)。 此 
Sb, Bil BCR 信号 也 能 够 引导 非 功 能 IgH 等 位 基因 迅速 重新 定位 到 抑制 性 的 着 丝 粒 区 域 
(Roldan et al. 2005) 。 因 此 ， 在 前 BCR 信号 通路 中 短暂 的 无 RAG 时 间 窗 口内 ， 基 因 座 
去 收缩 并 被 招募 到 着 丝 粒 区 域 改变 了 已 发 生 DJa 重 排 的 [gH 等 位 基因 ， 这 样 即便 小 前 
B 细胞 中 RAG 蛋白 随后 再 次 表达 ，Va-DJa 重 排 也 不 能 够 再 次 发 生 CA 21-8). 

通过 利用 甲 基 化 敏感 的 限制 酶 检测 DNA 甲 基 化 模式 (Mostoslavsky et al. 1998; 
Goldmit et al. 2002; 2005) 并 在 内 源 Igx 的 J.1 元 件 中 插入 了 一 个 GFP 基因 的 杂 合 子 
«°-GFP 报告 小 鼠 的 分 析 (Liang et al. 2004), ， 对 Ign 等 位 基因 排斥 的 起 始 进行 了 大 量 的 
研究 。 在 所 有 的 非 BAF B 细胞 中 Ige 的 CpG 二 核 背 酸 都 是 高 甲 基 化 的 ， 但 在 前 也 细 
胞 中 有 且 只 有 一 个 等 位 基因 特异 性 地 去 甲 基 化 〈 图 21-9) (Mostoslavsky et al. 1998; 
Liang et al. 2004) 。 这 一 单 等 位 基因 去 甲 基 化 现象 发 生 在 重 排 之 前 ， 并 且 同 时 依赖 于 基 
因 内 含 子 中 的 增强 子 和 3' 端 «增强 子 的 活性 (Mostoslavsky et al. 1998) 。 去 甲 基 化 的 等 
-位 基因 处 于 可 接近 的 染色 质 状态 ， 因 为 它 表现 出 DNase IWR, AEA H3 和 H4 高 乙 
酰 化 ， 并 在 早 B 细胞 中 远离 着 丝 粒 异 染 色 质 区 域 (图 21-9) (Goldmit et al. 2002, 
2005) 。 因 此 ， 只 有 非 甲 基 化 的 Ige 等 位 基因 启动 种 系 转录 和 V,-J. 重 排 (Goldmit et 
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21-8 前 B 细 胞 中 7Tg 互 基因 座 去 收缩 引发 等 位 基因 排斥 
在 早期 早 B 细胞 中 ，Du-Jn 重 排 同 时 发 生 在 两 个 IH 等 位 基因 上 ， 而 在 晚期 早 了 细胞 中 只 有 一 个 等 位 基因 会 经 历 
VH-DJa 重 排 。 用 三 维 DNA-FISH 的 方法 ， 利 用 分 别 标记 H 基因 座 远 端 (红色 〉 和 近 问 CAR) 区 域 的 荧光 探 
针 分 析 早 B 和 前 也 细胞 的 细胞 核 。 同 一 细胞 中 的 两 个 eH 等 位 基因 显示 在 两 个 代表 性 的 共聚 焦 平 面 上 。 前 BCR 
信号 不 仅 导 致 RAG 蛋白 的 迅速 减少 ， 而 且 导 致 了 IJ8 互 基因 座 的 去 收缩 。 虽 然 两 个 等 位 基因 都 发 生 了 去 收缩 ， 但 
只 有 未 完成 DJH 重 排 的 那个 [gH 等 位 基因 才 会 完全 伸展 。 具 功能 的 重 排 了 的 等 位 基因 CVD) 上 的 两 个 信号 
由 于 间隔 DNA 序列 的 消失 而 隔 得 更 近 一 些 。FISH 数据 来 自 Roldan 等 2005。 





图 21-9 Ige 基因 座 等 位 基因 排斥 的 调控 机 制 
亚 核 重 定 位 、DNA 去 甲 基 化 和 组 蛋白 乙酰 化 共同 参与 了 早 B 细胞 中 发 生 V.-]. 重 排 的 Ige 等 位 基因 的 选 
择 。 图 中 标记 了 Ige 基因 座 的 远 端 V. 区 域 (红色 ) 和 近 端 J-Ce 功 能 域 (RE) 以 及 相对 应 的 核 外 周 
(灰色 ) 和 着 丝 粒 异 染色 质 〈 蓝 色 ) 等 抑制 性 区 域 的 定位 。 在 包括 激活 的 成 熟 B 细胞 在 内 的 不 同 发 育 阶 
段 中 ， 两 个 Ige 等 位 基因 的 基因 座 收 缩 、DNA 甲 基 化 (me) 和 组 蛋白 乙酰 化 Cac) RA. 
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al. 2002; Liang et al. 2004)， 而 在 小 前 B 细胞 中 两 个 等 位 基因 都 发 生 基 因 座 收缩 (图 
21-9) (Roldan et al. 2005)。 令 人 意外 的 是 ， 前 B 细胞 中 第 二 个 Igre SMEAR IgH 一 
样 (Roldan et al. 2005) 被 重新 定位 到 着 丝 粒 异 染 色 质 区 域 (Goldmit et al. 2005). 3X 
种 单 等 位 基因 着 丝 粒 招募 现象 (图 21-9) 也 许 解 释 了 为 什么 DNA 甲 基 化 的 等 位 基因 
缺少 组 蛋 日 乙酰 化 ， 并 结合 有 HPly 和 Ikars 和 蛋白， 它们 与 组 蛋白 去 乙酰 化 酶 复合 物 
一 起 富 集 于 着 丝 粒 异 染 色 区 域 (Goldmit et al. 2005)。 有 趣 的 是 ， 被 重新 定位 于 着 丝 粒 
ER Ign 等 位 基因 复制 较 晚 ， 这 与 已 知 的 早期 胚胎 中 前 B 细胞 中 Ten 单 等 位 基因 重 排 起 
始 导 致 的 非 同步 复制 模式 相 一 致 (Mostoslavsky et al. 2001). 奇怪 的 是 ， 在 -GFP 报 
告 小 鼠 的 前 也 细胞 中 只 有 很 小 一 部 分 (5%〉 发生 Igx 基因 座 激 活 (Liang et al. 2004)。 
基于 这 个 结果 ， 人 们 推测 在 前 B 细胞 中 与 Ier 顺 式 调控 元 件 相 结合 的 某 些 转 录 因 子 的 
量 非 常 有 限 ， 这 些 因子 共同 结合 到 Igx 增强 子 上 亦 属 罕见 ， 只 随机 的 发 生 在 其 中 一 个 等 
位 基因 中 。 因 此 ， 等 位 基因 竞争 有 限 的 转录 因子 而 产生 的 随机 增强 子 激 活 可 能 参与 了 
Ign 的 等 位 基因 排斥 〈Liang et al. 2004) 。 一 个 Ign 等 位 基因 的 成 功 重 排 导致 了 细胞 表 
面 BCR 的 表达 ， 它 随即 通过 抑制 RAG1/2 重组 酶 的 表达 来 维持 第 二 个 Igx 等 位 基因 的 
等 位 排斥 现象 (Jankovic et al. 2004), 


4. RA BAHAR 


4.1 浆 细胞 分 化 


V (D J 重 排 的 完成 和 B 细胞 表面 免疫 球 蛋 白 〈(Ig) 受 体 的 表达 标志 着 BME A 
胞 中 发 生 抗 原 非 依赖 性 阶段 的 结束 。 此 后 ，B 细胞 的 命运 开始 取决 于 抗原 诱导 的 受 体 
信号 (Rajewsky 1996) 。 在 没有 抗原 的 时 候 ， 外 周 B 细 胞 保持 着 一 种 静 息 状态 ， 它 们 
的 生存 依赖 于 细胞 表面 BCR 的 滋养 信号 (Kraus et al. 2004) 。 对 静 息 B 细 胞 和 活跃 B 
细胞 的 染色 质 构 成 进行 比较 的 结果 表明 静 息 B 细胞 整体 组 蛋白 甲 基 化 水 平 较 低 《Bax- 
ter et al. 2004). BA B 细胞 在 细胞 激活 过 程 中 ， 其 相对 较 高 的 组 蛋白 乙酰 化 水 平 处 
于 稳定 状态 (Baxter et al. 2004)。 组 蛋白 赖 氮 酸 甲 基 化 水 平 的 整体 降低 ， 包 括 组 蛋 日 
H3K9 甲 基 化 的 缺失 ， 与 静 息 B 细胞 中 其 他 组 成 性 异 染 色 质 特征 《〈 如 Ikaros 和 HPI 
的 结合 ) 的 缺失 相关 (Baxter et al. 2004)。B 细胞 的 激活 使 组 蛋白 的 甲 基 化 水 平 得 以 
恢复 ， 进 而 导致 B 细胞 功能 所 必须 的 基因 Pa) 上 激活 型 的 H3K4me3 标记 的 增 
加 ， 同 时 也 导致 沉默 基因 Dnt) 上 抑制 型 的 H3K9me2 修饰 的 增加 (Baxter et 
al. 2004). 

在 免疫 应 答 过 程 中 ， 激 活 诱导 的 染色 质 重 塑 也 许 有 助 于 保持 B 细胞 的 特征 性 。 但 
是 ，B 细胞 基因 组 必须 能 够 应 答 于 抗原 诱导 的 重 编程 ， 因 为 激活 的 也 细胞 在 遭遇 抗原 之 
后 能 够 直接 分 化 成 产生 抗体 的 浆 细胞 (Calame et al. 2003) 。 另 外 ， 抗 原 刺 激 还 能 够 引 
发 生发 中 心 反应 。 在 这 个 反应 中 ， 成 熟 的 IgM>* gD B 细胞 发 生 了 免疫 球 蛋 日 类 型 的 
转换 ， 并 且 在 活化 诱导 的 胞 喀 啶 核 苷 脱 氨 酶 (AID; Honjo et al. 2004) 的 帮助 下 突变 
它们 的 Ig 基因 。 由 这 些 过 程 产生 的 Ig 蛋白 完美 地 记忆 B 细胞 的 分 化 和 维持 或 是 浆 细胞 
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的 发 育 ， 后 者 能 够 产生 针对 一 种 特定 抗原 的 高 亲和力 抗体 (Honjo et al. 2004), 

生发 中 心 反 应 时 间 的 选择 和 B 细胞 向 浆 细胞 的 转变 这 两 个 过 程 由 两 个 相互 排斥 的 
转录 抑制 蛋白 Bcl6 和 Blimp] 所 调节 (图 21-10) (Turner et al. 1994; Ye et 
al. 1997) 。Bcl6 在 成 熟 初始 B 细胞 中 表达 水 平 低 ， 但 一 些 B 细胞 在 抗原 刺激 之 后 ，Bcl6 
的 表达 水 平 迅速 上 调 (Fukuda et al. 1997) 。 在 遭遇 抗原 后 Bcl6 表达 水 平 不 发 生 上 调 的 
细胞 分 化 成 浆 细胞 ， 作 为 产生 低 亲 和 力 抗体 的 最 初 来 源 (Fukuda et al. 1997)。 相 反 ， 
Bcl6 表达 水 平 发 生 上 调 的 BB 细 胞 进入 生发 中 心 反应 ， 通 过 Bcl-6 介 导 的 控制 浆 细胞 分 化 
的 基因 的 抑制 来 维持 它们 B 细胞 的 特征 (Shaffer et al. 2000)。Bcl6 HE BM MAB 
Prdml 基因 ， 它 能 够 编码 转录 因子 Blimp] (图 21-10)。 有 趣 的 是 ，Pax5 似乎 辅助 了 
Bcl6 对 Blimpl (Prdml) 基因 的 抑制 (E 21-10) (Delogu et al. 2006)。 但 是 ， 一旦 
Blimp] 表达 ， 它 会 抑制 B 细胞 的 转录 程序 ， 包 括 Bcl6 和 Paxd 的 表达 ， 同 时 诱导 浆 细 
胞 特异 基因 的 转录 (Shaffer et al. 2002; Calame et al. 2003), 
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图 21-10 ”转录 抑制 决定 B 细胞 和 浆 细胞 的 命运 


Bcl6 和 Blimp] 通过 一 系列 的 抑制 性 手段 抑制 基因 转录 。Bcl6 的 一 个 特征 是 利用 组 
和 蛋白 修饰 以 外 的 赖 氨 酸 乙酰 化 来 控制 基因 抑制 〈Bereshchenko et al. 2002) Bcl6 能 够 与 
MTA3 蛋白 相互 作用 ， 后 者 是 辅 抑制 蛋白 复合 物 Mi-2/NuRD 中 的 一 个 组 分 ， 且 在 生发 
中 心 高 表达 (Fujita et al. 2004), RNAi 介 导 的 MTA3 的 缺失 导致 B 细胞 中 Bcl-6 抑制 
的 靶 基 因 的 重 激活 ， 因 此 ，Becl6 与 包含 MTA3 的 Mi-2/NuRD 复合 物 的 相互 作用 对 于 
基因 抑制 是 必须 的 (Fujita et al. 2004)。Bcl6/MTA3/Mi-2/NuRD 复合 物 的 拙 制 功能 同 
时 取决 于 Bcl6 与 被 抑制 的 基因 座 上 的 组 蛋白 赖 氨 酸 残 基 的 乙酰 化 水 平 。Bcl6 的 中 心 功 
能 域 需 要 被 去 乙酰 化 以 促进 它 与 MTA3 的 相互 作用 ， 而 由 MTA3/Mi-2/NuRD Jp SAY 
基因 抑制 取决 于 工 型 组 蛋白 去 乙酰 化 酶 HDACL 和 HDAC2 (Fujita et al. 2004) 。 另 外 ， 
Bcl6 通过 它 的 N dig POZ 功能 域 与 三 个 辅 抑制 子 SMRT、NCoR 和 BCoR 以 一 种 排他 性 
的 方式 相 结 合 (Huynh and Bardwell 1998; Huynh et al. 2000) 。 这 三 种 辅 抑 制 子 还 能 
与 工 型 酶 HDAC3 相互 作用 ， 这 可 能 能 够 增强 MTA3 介 导 的 Bcl6 靶 基 因 的 抑制 或 者 使 
生发 中 心 BB 细胞 的 另外 一 些 基 因 发 生 沉默 。 

抗原 对 B 细胞 生发 中 心 高 亲和力 Ig 受 体 的 刺激 伴随 着 Bcl 绰 日 表达 水 平 的 降低 。 
受 体 的 激活 导致 MAPK 诱导 的 Bcl6 磷酸 化 ， 使 Bcl6 蛋白 通过 泛 素 /和 蛋白酶 体 途 径 迅 速 
被 降解 (Niu et al. 1998), Bcl6 水 平 的 下 降解 除了 Prdml 基因 的 转录 抑制 ， 导 致 
Blimpl 蛋 蝗 的 表达 增加 和 随后 的 浆 细 胞 发 育 (图 21-10) (Shaffer et al. 2000; Calame et 
al. 2003) Blimp] 调控 桨 细胞 分 化 的 诸多 方面 。 中 Blimpl 通过 抑制 Pars 控制 了 B 细 
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胞 分 化 的 核心 转录 程序 (图 21-10) (Shaffer et al. 2002), Pax5 为 维持 B 细胞 功能 和 特 
征 性 所 必需 (Horcher et al. 2001; Mikkola et al. 2002) 。@@ 通 过 下 调 其 他 转录 因子 (如 
Spi-B, EBF1, CIITA, Id3, Oct2 和 OBF1) 的 表达 ，Blimpl 间接 终止 了 一 些 编码 抗 
原 受 体 信 号 通路 和 抗原 呈 递 过 程 中 的 重要 和 蛋白 的 基因 表达 (Shaffer et al. 2002), OX 
了 保证 浆 细 胞 的 静 息 状态 ，Blimpl 直接 抑制 emye 的 转录 (Shaffer et al. 2002), @B 
细胞 中 被 Pax5 抑制 的 世系 不 匹配 基因 ， 在 浆 细胞 中 因 Blimp] 介 导 的 Pax5 下 调 而 被 重 
新 激活 (Delogu et al. 2006) 。 因 此 ， 通 过 抑制 其 他 抑制 因子 ，Blimpl 可 能 间接 诱导 了 
其 他 维持 浆 细胞 基本 功能 的 基因 的 表达 。@@Blimpl 对 于 分 沁 型 免疫 球 蛋 白 的 表达 是 必 
须 的 〈Calame et al. 2003)， 这 些 分 泌 型 免疫 球 蛋 白 在 内 质 网 上 的 富 集 ， 作 为 未 折 革 和 蛋 
日 应 答 通 路 的 一 部 分 ， 激 活 XBP1 的 表达 。 转 录 因 子 XBP1 调控 抗体 的 分 泌 ， 因 此 它 对 
浆 细 胞 的 分 化 不 可 或 缺 (Reimold et al. 2001; Shaffer et al. 2004), 

有 趣 的 是 ，Blimpl 也 是 早期 胚胎 发 生 过 程 中 原始 生殖 细胞 特 化 的 关键 决定 因子 ， 这 
在 第 20 章 已 详细 讨论 。Blimpl 在 发 育 的 原始 生殖 细胞 和 浆 细胞 中 介 导 转录 抑制 的 机 制 尚 
不 清楚 。 但 是 ， 在 奖 细胞 中 ，Blimpl 有 可 能 使 用 成 纤维 细胞 中 相同 的 抑制 原理 ， 在 成 纤 
维 细胞 中 ， 小 鼠 Blimp] 的 人 同 源 蛋白 PRD1-BF1 参与 了 病毒 感染 过 程 中 干扰 素 8 基因 的 
诱导 后 抑制 (Keller and Maniatis 1991) 。 多 种 机 制 参 与 了 PRDFBF1 介 导 的 IFNBI 基因 的 
抑制 。 PRDI-BF1 的 结合 能 够 置换 掉 IFNBI 启动 子 上 的 转录 激活 因子 (Keller and Maniatis 
1991) 。 另 外 ，PRD1-BF]1 与 Groucho 蛋白 家 族 辅 抑制 因子 相互 作用 ， 利 用 组 蛋白 去 乙酰 化 
酶 作为 它们 抑制 机 制 的 一 部 分 〈Ren et al. 1999), PRDI-BF1 与 H3 第 9 位 赖 氨 酸 专 一 的 组 
蛋白 甲 基 转 移 酶 亚 家 族 成 员 G9a 蛋白 (Tachibana et al. 2002) 的 结合 进一步 导致 沉默 
(Gyory et al. 2004) Suv39H1 通过 H3K9me3 在 着 丝 粒 异 染色 质 区 域 建 立 一 个 转录 抑制 的 
环境 ， 与 之 不 同 的 是 ，G9a 负责 常 染 色 质 区 域 的 H3K9me2 和 基因 沉默 CTachibana et 
al. 2002), G9a 的 催化 活性 对 于 PRDEBF1 的 抑制 功能 是 必须 的 ， 因 为 无 催化 活性 的 G9a 
蛋白 突变 体 失 去 了 逆转 PRDEBF1 对 IFNBI 进行 转录 抑制 的 能 力 (Gyory et al. 2004) 。 此 
外 ，G9a 与 PRDI-BF 相互 作用 区 域 的 缺失 会 阻止 H3K9 的 甲 基 化 和 PRD-BF1 介 导 的 转录 
沉默 (Gyory et al. 2004)。 鉴 于 以 上 这 些 信息 ，G9a 介 导 的 组 蛋白 甲 基 化 很 可 能 是 浆 细胞 
中 Blimp] 建立 稳定 的 基因 表达 模式 的 必需 机 制 。 有 趣 的 是 ，Blimpl 蛋白 也 包含 一 个 PR 
(RIZ) 亚 家 族 的 SET 结构 域 。 相 关 和 蛋白 RIZ1 (Prdm2) 的 SET 结构 域 被 认为 参与 了 肿瘤 
抑制 和 H3 第 9 位 赖 氨 酸 的 甲 基 化 (Kim et al. 2003) 。 因 此 ，Biimpl 的 SET 结构 域 在 浆 细 
胞 分 化 过 程 中 是 否 参 与 了 基因 抑制 尚 竺 揭晓。 


4.2 成 熟 B 细胞 的 发 育 可 塑性 


浆 细胞 的 产生 通常 被 认为 是 B 细胞 发 育 的 终 末 阶段 ， 因 为 免疫 球 蛋 日 基因 的 表达 
是 B 细胞 和 浆 细胞 的 基本 功能 。 有 趣 的 是 ， 人 免疫 球 和 蛋白 基因 的 表达 在 这 两 种 细胞 类 型 
中 受 通用 转录 因子 而 非 B 淋巴 转录 因子 的 协同 控制 。 在 免疫 球 和 蛋白 基因 之 外 ，B 细胞 和 
浆 细 胞 则 在 基因 表达 模式 上 相距 甚 远 (Shaffer et al. 2002，2004) 。 至 于 Pax5 WE, 在 
浆 细 胞 中 似乎 截然 相反 ， 因 为 桨 细胞 特异 性 的 Pax5 沉默 导致 B 细胞 世系 不 匹配 基因 的 
重新 激活 ， 而 这 些 基因 在 B 细胞 发 育 初期 通常 被 Pax5 所 抑制 (Delogu et al. 2006) 。 因 
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此 ， 这 些 基因 表达 数据 支持 了 一 个 可 选择 的 观点 ， 即 抗原 刺激 的 B 细胞 到 浆 细 胞 的 分 
化 是 一 个 真正 的 世系 转换 。 这 一 假说 推断 成 熟 B 细胞 的 发 育 潜 能 应 该 是 可 塑 的 而 并 不 
是 局 限于 也 淋巴 细胞 的 命运 ， 以 下 证 据 支 持 了 这 一 观点 。 

B 细胞 转录 因子 Bcl6 及 其 辅 抑 制 因子 MTA3 在 浆 细 胞 细胞 系 中 的 人 为 表达 抑制 浆 
细胞 特异 性 基因 的 表达 ， 包 括 调节 基因 Blimp] 和 XBP1I (Fujita et al. 2004) 。 同 时 ， 
多 种 也 细胞 特异 性 基因 被 激活 ， 包 括 Pax5 的 靶 基 因 CIITA 和 BLNK ， 据 推测 也 包括 
Paz5 AH (Fujita et al. 2004)。 因 上 此， 至少 在 体外 培养 条 件 下 ，Bcl6 和 它 的 伙伴 
MTA3， 足 以 使 浆 细 胞 重启 B 细胞 命运 (图 21-11). 
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图 21-11 B 淋 巴 细胞 的 发 育 可 塑性 
人 为 表达 Bel6 和 MTA3 在 成 熟 的 浆 细 胞 细胞 系 中 终止 了 浆 细 胞 特异 性 基因 的 转录 ， 同 时 重新 激活 了 B 细胞 
表达 程序 〈 桔 色 箭 头 ) (Fujita et al. 2004)。CD191+B 淋 巴 细胞 的 发 育 阶 段 未 被 进一步 研究 , 它 能 在 强制 表达 
C/EBPe 的 情况 下 在 体外 迅速 转 分 化 为 巨 噬 细胞 〈 红 箭头 ) (Xie et al. 2004), Paxd 的 敲 除 使 决定 了 的 早 B 
细胞 甚至 是 成 熟 B 细胞 在 体内 反 分 化 成 未 决定 的 源 祖 细 胞 ， 然 后 这 些 源 祖 细胞 发 育成 骨 骨 中 其 他 的 造血 细胞 
类 型 或 是 胸腺 中 的 工 细 胞 〈 黑 箭头 ) (Mikkola et al. 2002; C. Cobaleda and M. Busslinger, KEK). KEK 
示 也 细胞 发 育 过 程 中 Paz5 的 表达 。 


粒 性 白细胞 发 育 的 基本 转录 因子 C/EBPo 只 在 通 系 始祖 细胞 及 其 分 化 后 代 细 胞 中 表 
达 〈Akashi et al. 2000)。 强 行 在 骨髓 或 脾脏 B 细胞 中 表达 C/EBPo 导致 被 感染 的 也 细 
胞 在 5 天 之 内 高 效率 地 转 分 化 为 功能 性 巨 只 细胞 (Xie et al. 2004), C/EBPo 从 而 激活 
了 散 系 基因 程序 ， 同 时 通过 干扰 Pars 的 转录 活性 抑制 B 细胞 特异 性 基因 的 表达 (Xie 
et al. 2004), Fk, Pazd 功能 的 丧失 可 能 作为 对 C/EBPa 的 人 为 表达 的 应 答 ， 而 有 助 
F BARA AWE CH 21-11). 

条 件 性 基因 失 活 无 可 争辩 地 证 明了 Pars 在 B 淋 巴 细胞 发 生 过 程 中 控制 B 细胞 特征 
性 中 的 关键 作用 。 在 决定 了 的 早 B 细胞 中 ，Cre 介 导 的 基因 敲 除 证 明 Pax5 PALA BH 
巴 细胞 转录 程序 的 起 始 ， 并 且 为 其 在 早期 B 细胞 发 育 过 程 中 的 维持 所 必需 (Mikkola et 
al. 2002) 。 作 为 Pars 失 活 的 结果 ， 初 期 决定 了 的 早 B 细胞 重新 获得 在 体外 分 化 成 巨 噬 
细胞 和 在 体内 发 育成 工 细胞 的 能 力 〈 图 21-11)。 成 熟 B 细胞 中 Pars 的 条 件 性 缺失 也 
导致 Paz5 依赖 性 基因 表达 程序 的 丢失 (Horcher et al. 2001; Delogu et al. 2006) 。 但 
是 更 令 人 惊奇 的 是 ， 将 Pars 缺失 的 成 熟 了 细胞 注射 到 RAG2 缺陷 的 小 鼠 体 内 后 ， 它 会 
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反 分 化 成 Paz5 突变 的 源 祖 细胞 。 在 RAG2 缺陷 的 小 鼠 中 ， 这 些 Pax5 突变 的 源 祖 细胞 
回 游 到 骨 骨 ， 再 进入 胸腺 并 完全 重建 工 细胞 的 发 育 (图 21-11) 。 相 应 的 CD4+ CD8+ 双 
阳性 胸腺 细胞 中 同时 具有 IgH, Ige, TCRa 和 TCR 重 排 的 事实 明确 证 明了 Pars h 
RERA B 细胞 能 够 通过 反 分 化 到 未 决定 的 源 祖 细胞 阶段 从 而 转变 成 工 细胞 
(C. Cobaleda and M. Busslinger， 未 发 表 * )。 因 此 ，Pax5 的 表达 对 于 从 早 B 细胞 到 成 
A B 细胞 阶段 的 发 育 过 程 中 B 淋巴 细胞 特征 性 的 维持 是 必需 的 。 通 过 对 果 蝇 和 痊 椎 动 
物 发 育 系 统 的 研究 ， 人 们 认为 转录 因子 能 够 通过 改变 基因 表达 模式 来 起 始 细胞 命运 决 
定 ， 而 决定 了 的 细胞 的 转录 状态 是 靠 Polycomb 和 Trithorax 基因 编码 的 表 观 遗传 因子 
来 维持 的 〈Ringrose and Paro 2004; 第 11、12 章 有 更 进一步 的 讨论 ) 。 对 于 转录 因子 
Pax5 的 永久 需求 似乎 驳斥 了 这 些 表 观 遗传 记忆 系统 在 B 细胞 发 育 过 程 中 发 挥 的 重要 作 
用 。 然 而 ， 更 为 可 能 的 是 ，Pax5 作为 一 个 重要 的 募集 因子 ,将 Polycomb 或 Trithorax 
蛋白 复合 物 募集 到 基因 调节 元 件 上 从 而 维持 B 细胞 的 特征 性 。 
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总 的 来 说 ， 多 种 表 观 遗传 学 机 制 参 与 了 淋巴 细胞 发 育 的 调节 和 导向 作用 。 在 所 有 不 
同 的 表 观 遗传 调节 因子 中 ， 我 们 目前 了 解 最 多 的 是 转录 因子 的 作用 ， 它 们 通过 将 染色 质 
修饰 活性 〈 如 组 蛋白 乙酰 转移 酶 或 去 乙酰 化 酶 ) 募集 到 基因 调控 元 件 上 从 而 控制 整个 基 
因 表 达 模 式 。 知 道 较 少 的 是 由 组 蛋白 甲 基 转 移 酶 、Trithorax 和 Polycomb BHA RE 
microRNA 和 siRNA 通路 来 控制 的 基因 表达 。 分 析 这 些 调控 系统 的 作用 需要 设计 基因 
的 条 件 殴 除 ， 因 为 组 蛋白 甲 基 转 移 酶 、Trithorax 和 Polycomb 和 蛋白， 还 包括 RNAi 机 
器 的 组 分 不 仅 对 淋巴 细胞 发 生 而 且 还 对 胚胎 发 育 有 非常 重要 的 作用 。 此 外 ， 全 基因 组 的 
ChIP-on-chip 技术 的 发 展 和 实用 性 使 得 不 同 淋巴 细胞 发 生 阶 段 整个 染色 体 和 复杂 基因 座 
(如 抗原 受 体 基 因 座 ) 上 的 表 观 遗传 修饰 有 可 能 被 高 分 辩 率 地 绘 出 。 近 来 的 这 些 进展 为 
淋巴 细胞 发 育 的 表 观 遗传 学 调控 机 制 提供 了 重要 的 新 观点 。 
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在 多 细胞 生物 中 ， 首 次 将 一 个 细胞 的 细胞 核 成 功 的 移植 人 另 一 个 细胞 是 由 Briggs 
和 King 在 1952 ÆR (Briggs and King 1952) ， 虽 然 此 前 核 移植 已 经 在 包括 阿 米 巴 
H, FERM Acetabularia (Gurdon 1964) 内 的 单 细 胞 生物 体 中 获得 成 功 。Briggs 和 
King (1952) 将 一 个 豹 蛙 (Rana pipiens) 的 宫 胚 卵泡 细胞 核 移植 人 一 个 去 核 的 卵 细 
胞 ， 并 获得 了 正常 游 动 的 时 是 。 在 Rana pipiens 中 的 该 研究 以 及 后 续 工 作 中 ， 约 30% 
的 事 胚 核 移植 发 育 到 形态 正常 的 后 神经 轴 胚 阶段 。 这 一 早期 成 功 的 重要 性 在 于 它 为 检测 
分 化 细胞 的 细胞 核 是 否 也 能 支持 受 体 卵 的 正常 发 育 开 辟 了 道路 ， 即 替换 正常 受精 卵 的 
核 。 由 Briggs 和 King 发 表 的 另 一 篇 重要 文献 〈1957) 报道 了 在 赛 胚 阶 段 之 后 非常 短 的 
NIA, AA 〈 在 本 例 中 为 内 胚层 ) 的 核 失 去 了 支持 正常 发 育 的 能 力 。 确 实 ， 到 昆 - 
芽 阶段 ， 内 胚层 的 核 不 再 能 支持 任何 正常 的 发 育 。 

此 后 不 久 ， 在 爪 蟾 中 报道 了 成 功 的 核 移 植 (Fischberg et al. 1958), EMME, — 
个 遗传 标记 被 用 来 证 明 核 移植 产生 的 胚胎 完全 来 源 于 植 入 核 的 活性 而 非 被 紫外 照射 致死 
的 受 体 卵 的 核 。 核 移植 胚胎 发 育 在 爪 蟾 中 比 鹏 峙 中 更 正常 ， 并 且 很 快 发 育 到 成 体 阶 段 。 
通过 在 爪 蟾 中 移植 人 内 胚层 细胞 的 核 获得 了 首 批 性 成 熟 的 成 体 克 隆 动 物 〈Gurdon et 
al. 1958) ， 并 且 绝 大 多 数 在 各 方面 均 表 现 正 常 。 

核 移植 要 想 获得 成 功 ， 一 个 卵细胞 必须 “ 重 编 程 ” 体 细 胞 供 体 核 到 一 个 “胚胎 的 ” 
表 观 遗传 阶段 从 而 使 得 从 胚胎 发 育 所 必需 的 遗传 程序 可 以 被 活化 。 这 是 现 阶段 研究 中 为 
了 解 核 移植 实验 中 重 编程 分 子 机 制 的 焦点 问题 。 由 于 两 栖 类 和 哺乳 类 的 胚胎 发 育 非常 不 
同 ， 各 系统 可 以 为 核 移植 实验 中 重 编程 问题 提供 不 同 的 线索 。 例 如 ， 从 两 栖 类 动物 中 可 
以 获得 大 量 的 体积 很 大 的 卵 ， 该 系统 在 生化 研究 中 尤其 有 用 。 相 对 应 的 ， 哺 乳 动 物 ， 尤 
其 是 小 鼠 ， 人 允许 进行 组 织 培 养 和 遗传 研究 。 因 为 这 些 原 因 ， 以 下 将 在 两 栖 类 和 哺乳 类 系 
统 中 的 观察 互 为 补充 ， 且 并 列 讨论 以 强调 其 相似 性 和 不 同 点 。 首 先 ， 我 们 描述 克隆 所 得 
的 两 栖 类 和 哺乳 类 的 表 型 以 及 其 如 何 被 供 体 核 的 不 同 状态 所 影响 。 随 后 讨论 被 认为 对 重 
编程 有 重要 作用 的 分 子 机 制 。 最 后 讨论 治疗 性 核 移植 技术 的 潜在 应 用 。 


LIA 2 


2. RBM A 
2.1 两 栖 类 动物 
爪 蟾 卵 的 全 年 可 获得 性 以 及 水 生动 物 在 实验 室 的 易 维 持 性 ， 使 得 两 栖 动物 核 移 植 工 
作 在 胸 蛙 中 首次 成 功 之 后 ， 更 多 地 在 外 岁 中 进行 。 根 据 核 注射 人 去 核 的 卵 或 者 未 去 核 的 
卵 母 细胞 ， 可 以 将 实验 分 成 两 类 (图 22-1) 。 核 移植 需要 供 体 细 胞 的 质 膜 经 处 理 具 有 通 
透 性 ， 这 种 处 理 或 者 是 通过 机 械 手 段 ， 将 细胞 级 人 比 细胞 小 的 吸管 ， 或 者 是 通过 化 学 手 


段 ， 将 细胞 短暂 的 暴露 于 一 个 能 与 膜 整 合 的 药物 。 供 体 细 胞 随 核 引信 的 细胞 质 含量 仅 约 
为 卵 体积 的 10-，， 几 乎 没有 任何 作用 。 移 植 后 的 卵细胞 培养 于 简单 的 无 营养 的 盐 溶液 


中 ， 因 而 其 发 育 不 依赖 于 培养 液 。 
紫外 照射 去 核 。 ” 体 细胞 核 
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由 体 细胞 核 移 植 而 非 从 卵 裂 期 胚胎 中 获得 供 体 核 进行 核 移植 的 首次 成 功 是 从 体外 培 
养 的 成 纤维 供 体 细胞 获得 克隆 羊 的 实验 (Campbell et al. 1996b) 。 紧 接着 是 以 乳腺 细胞 
核 为 供 体 的 克隆 羊 “多 莉 ” 的 诞生 (Wilmut et al. 1997)， 这 是 第 一 次 从 成 年 供 体 细胞 
获得 的 哺乳 动物 克隆 。 从 此 ， 共 有 15 种 哺乳 动物 ， 包 括 小 鼠 、 山 羊 、 猪 、 牛 、 人 兔子 、 
大 鼠 、 猫 和 狗 等 相继 被 克隆 ( 见 Campbell et al. 2005 综述 ) 。 

与 两 栖 动 物 克隆 一 样 ， 哺 乳 动 物 的 克隆 都 要 经 过 两 个 步骤 。 绝 大 多 数 情况 下 ， 成 功 
的 体 细 胞 核 移植 实验 均 是 供 体 细胞 核 移 植 人 去 核 的 卵 母 细 胞 (与 早期 的 小 鼠 克 隆 被 移植 
入 去 核 的 受精 卵 不 同 ; McGrath and Solter 1984) 。 首 先 ， 在 减 数 分 裂 后 期 用 吸管 将 接 
受 移植 的 卵细胞 的 纺锤 丝 除 去 ， 同 时 将 供 体 细胞 核 移植 进 核 卵细胞 。 在 大 多 数 哺 乳 动物 
中 ， 供 体 细胞 核 通过 电 融 合 的 方式 进入 去 核 的 卵细胞 。 但 由 于 小 鼠 的 卵细胞 易 碎 ， 所 以 
在 核 移 植 过 程 中 ， 将 供 体 核 注射 进入 更 为 有 效 〈Wakayama et al. 1998) 。 如 图 22-2 所 
示 ， 供 体 细 胞 核 通过 piezo 装置 穿 过 透明 带 和 细胞 膜 注 射 人 去 核 的 卵 (Wakayama et 
al. 1998) 。 克 隆 赛 胚 可 以 被 移植 人 假 孕 母 鼠 的 子宫 得 到 克隆 小 鼠 ， 也 可 以 在 体外 组 织 培 
养 成 核 移植 胚胎 干细胞 (NT-ES) NT-ES 细胞 在 遗传 上 和 供 体 是 一 致 的 ， 所 以 ， 可 以 
“个 性 化 ”地 用 于 细胞 治疗 (或 称 “ 治 疗 性 克隆 ”)。 


3. 克隆 动物 的 表 弄 


通过 核 移植 从 体 细胞 供 体 核 中 获得 克隆 动物 效率 很 低 ， 并 且 那 些 存 活 到 成 体 的 稀少 
的 克隆 动物 通常 表现 出 很 多 异常 。 相 反 ， 当 胚胎 细胞 被 用 来 作为 核 移植 供 体 细胞 时 ， 两 
栖 类 动物 和 哺乳 动物 克隆 的 存活 率 更 高 。 本 节 将 关注 供 体 核 的 年 龄 与 克隆 存活 率 之 间 的 
相互 关系 以 及 从 成 体 和 胚胎 供 体 细胞 中 获得 的 两 栖 类 和 哺乳 动 克隆 的 表 型 。 


3.1 两 栖 动 物 


当 胚 泡 细 胞 核 被 移植 人 质量 良好 的 乐 蟾 受 体 卵 时 ， 超 过 30% 的 胚胎 发 育成 为 正常 
的 赂 是 ， 并 且 它 们 之 中 的 绝 大 部 分 可 以 发 育成 为 能 繁殖 的 成 体 。 当 供 体 细胞 分 化 后 ， 核 
移植 胚胎 发 育 的 正常 率 下 降 (图 22-3) ， 相 对 于 其 他 供 体 核 ， 内 胚层 供 体 核 随 年 龄 增加 
时 发 育 正常 率 下 降 较 慢 。 在 两 栖 类 动物 中 ， 将 通过 体 细 胞 核 移 植 获得 的 胚胎 作为 供 体 核 
再 进行 系列 移植 得 到 了 许多 有 用 的 信息 〈 图 22-4)。 这 是 因为 第 一 次 核 移 植 的 胚胎 由 于 
体 细胞 核 与 活化 卵 的 DNA 复制 速度 不 同 ， 通 常 是 染色 体 正 常 及 异常 细胞 的 报 合 体 ; 系 
列 核 移植 发 现 经 历 了 一 次 成 功 的 核 移植 的 胚胎 ， 其 核 具 有 良好 的 发 育 潜能 ， 因 为 这 些 细 
胞 受 核 移植 的 损伤 最 低 。 甚 至 用 幼虫 的 小 肠 上 皮 细 胞 ， 也 可 以 获得 一 些 正常 的 、 性 成 熟 
的 、 具 有 遗传 标记 的 、 上 肉 性 和 雄性 的 成 体 蛙 《Gurdon and Uehlinger，1996) 。 这 一 结 
果 说 明 分 化 的 过 程 并 不 必须 丢失 促进 正常 发 育 的 能 力 ， 因 而 原则 上 曾 明 了 细胞 分 化 时 仍 
可 以 保持 基因 组 的 完整 性 。 

在 两 栖 类 核 移 植 实验 中 ， 从 一 个 成 体 核 获 得 正常 的 成 体 克 隆 动物 是 不 可 能 的 。 但 
是 ， 可 以 从 许多 不 同 成 体 组 织 的 细胞 核 得 到 形态 正常 的 赂 蚜 (Laskey and Gurdon 
1970)， 并 且 这 些 曙 蚌 含 有 正常 功能 范围 的 分 化 的 细胞 类 型 。 因 此 ， 那 些 已 经 决定 了 分 
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可 以 通过 观察 胚胎 受 刺 激 后 的 游 动 来 测定 。 这 种 胚胎 通常 可 以 通过 对 第 一 次 核 移 植 后 得 
到 的 不 完全 正常 的 胚胎 进行 序列 核 移植 而 获得 (图 22-4) (Gurdon1962)。 并 且 ， 将 从 
形态 缺陷 的 初次 核 移植 胚胎 获得 的 胚 泡 细胞 植 人 正常 的 从 受精 卵 而 来 的 受 体 时 ， 该 细胞 
可 以 发 育成 肌肉 (图 22-4) (Byrne et al. 2003) 。 这 个 结果 说 明 多 达 30% 的 小 肠 内 皮 细 
胞 可 以 在 核 移植 后 发 育成 为 有 功能 的 轴 向 肌肉 细胞 〈 表 22-1)。 从 两 栖 类 核 移 植 得 到 的 
发 育 异 常 类 型 与 供 体 细胞 来 源 形 态 水 平 间 不 呈 任 何 相关 性 。 无 论 供 体 核 的 细胞 类 型 和 发 
育 阶 段 ， 核 移植 胚胎 死亡 于 一 个 相似 范围 的 缺陷 ， 包 括 不 完全 卵 裂 ， 不 能 出 腔 ， 轴 线形 
成 的 缺陷 ， 以 及 缺乏 头 部 结构 。 这 些 看 起 来 杂乱 的 缺陷 并 不 令 人 惊讶 ， 因 为 初次 核 移植 
得 到 的 胚胎 细胞 中 常见 大 的 染色 体 异 常 ( 见 4.1 节 ， 克 隆 胚 胎 的 重 编程 ) 。 


表 22-1 细胞 核 重 编程 效率 :幼体 爪 蟾 内 胚层 细胞 


第 一 次 核 移植 胚胎 的 肌肉 和 神经 15% 
第 一 次 和 连续 核 移植 胚胎 的 肌肉 和 神经 。 22% 
第 一 次 和 连续 核 移植 并 嫁接 于 宿主 胚胎 的 肌肉 和 神经 30% 
3.2 哺乳 动物 
在 克隆 动物 中 常见 的 发 育 异 党 


绝 大 多 数 克 隆 哺乳 动物 胚胎 在 植 人 子宫 后 难以 继续 发 育 。 那 些 存活 到 出 生 后 的 通常 
表现 出 不 依赖 于 供 体 细 胞 类 型 的 共同 的 异常 〈 表 22-2)。 人 例如， 新 生 的 克隆 动物 通常 过 
度 发 育 ， 并 有 一 个 增 大 的 胎盘 ， 其 症状 被 称 为 大 子 代 综合 征 〈Young et al. 1998; Hill 
et al. 2000; Tanaka et al. 2001) 。 并 且 ， 新 生 的 克隆 动物 常 伴 有 呼吸 衰竭 ， 以 及 肾 、 肝 、 


22-2 供 体 细胞 分 化 状态 和 重 编程 效率 之 间 的 反 向 关系 


RK EDE 干细胞 供 体 细胞 文献 
供 体 细胞 Cy SN AS SP EL) ( 占 移植 胚胎 的 百分比 ) = RSPR RPL 
SCH ON 60-80 25-65 1 
干细胞 6-15 10-26 50 2 
于 细胞 6-15 N. D. 50 3 
支持 细胞 10-50 6 25 4 
BN 10-50 1-3 13-33 5 
成 纤维 细胞 10-50 1 13-33 5 
NKT 70 4 N. D. 6 
B, 工 细胞 4 N. D. 7 7 
神经 元 15 N. D. 6-28 8 
Oe ae 1.5 N. D. 25 9 


注 :N.D 表示 未 确定 。 

引用 : 1Wakayama et al. 2005. 2 Wakayama et al. 1999; Rideout et al. 2000; Eggan et al. 2001; Humpherys et 
al. 2001; 3Blelloch et al. 2004. *Ogura et al. 2000. 5 Wakayama et al. 1998, 2005; Wakayama and Yanagimachi 1999. 
§Inoue et al. 2005. 7 Hochedlinger and Jaenisch 2002. 8Eggan et al. 2004; Li et al. 2004. ®Hochedlinger et al. 2004. 


第 22 章 ” 核 移植 和 基因 组 重 编程 


心 和 脑 的 疾病 。 即 便 长 期 存活 的 个 体 也 可 能 在 生命 后 期 出 现 异 常 。 例 如 ， 老 年 克隆 小 鼠 
通常 变 得 肥胖 ， 出 现 严 重 的 免疫 疾病 ， 或 过 早死 亡 (Ogonuki et al. 2002; Tamashiro et 
al. 2002) 。 如 图 22-5 中 表示 的 那样 ， 绝 大 多 数 克 隆 无 法 通过 刚 植 人 子宫 后 和 出 生 这 两 
个 关键 期 。 这 可 能 是 对 基因 表达 错误 最 为 敏感 的 两 个 关键 性 发 育 时 期 。 但 是 ， 成 体 动物 
的 获得 以 及 看 起 来 健康 的 成 体 克 隆 动物 已 被 作为 核 移植 可 以 产生 正常 克隆 动物 的 证 据 ， 
即使 其 效率 很 低 。 重 要 的 是 ， 克 隆 动物 中 严重 的 异常 经 常 只 在 动物 衰老 时 才 变 得 明显 
COgonuki et al. 2002; Tamashiro et al. 2002) 。 在 许多 甚至 绝 大 部 分 成 体 克 隆 动物 中 随机 
发 生 的 疾病 和 其 他 缺陷 意味 着 克隆 动物 的 存活 并 不 能 保证 其 “正常 性 ”。 相 反 ， 存 活 的 克 
隆 动物 的 表 型 在 一 个 广泛 的 范围 内 分 布 ， 包 括 在 出 生 后 早期 由 异常 导致 的 突然 死亡 或 更 多 
的 微小 异常 使 其 得 以 存活 到 更 高 的 年 龄 〈 图 22-5)。 这 些 考虑 说 明确 定 细微 的 基因 表达 缺 
陷 的 复杂 性 ， 并 强调 了 对 更 多 精密 的 测试 标准 如 环境 压力 和 行为 学 测试 的 需求 。 
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图 22-5 ”哺乳 动物 克隆 的 存活 率 
克隆 动物 表 型 的 异常 很 广泛 。 大 多 数 克 隆 发 育 阻 滞 在 两 个 明显 的 阶段 上 一 一- 植 人 子宫 时 和 出 生 
时 。 重 多 基因 的 细小 的 表达 差别 导致 发 育 后 期 的 疾病 和 死亡 。 


表 观 遗传 原因 与 遗传 原因 


克隆 动物 特有 的 异常 并 不 被 其 后 代 所 继承 ， 说 明 “ 表 观 遗 传 ”而 非 遗 传 的 畸变 是 其 
原因 。 这 是 因为 表 观 遗传 变化 ， 而 非 遗 传 变 化 ， 是 在 基因 组 从 生殖 系 中 传递 时 可 被 抹 去 
Ay Ay] wea DNA 或 染色 质 修 饰 (Ogonuki et al. 2002; Tamashiro et al. 2002), All, 4 
隆 存 在 的 问题 是 因为 植 人 的 供 体 核发 生 错误 的 “ 表 观 遗传 /基因 组 重 编程 ”， 而 非 在 供 体 
核 细 胞 中 获得 的 体 细胞 突变 。 


3.3 ”从 终 末 分 化 细胞 中 获得 克隆 的 哺乳 动物 
供 体 细胞 分 化 状态 和 核 重 编程 效率 
在 两 栖 类 核 移 植 实验 中 已 经 提出 的 问题 说 明了 在 供 体 细胞 核 分 化 状态 和 其 在 植 和 信 卵 


表 观 遗传 学 


细胞 中 后 发 育 的 能 力 之 间 存 在 负 相 关 性 〈 图 22-3) 。 一 个 重要 的 问题 是 在 哺乳 动物 中 ， 
供 体 细胞 分 化 的 状态 是 否 也 会 影响 重 编程 的 效率 。 如 表 22-2 中 总 结 的 那样 ， 重 编程 可 
以 在 功能 上 通过 评价 克隆 在 几 个 不 同时 期 水 平 的 发 育 而 测量 ， 包 括 @ 在 核 移 植 人 卵细胞 
后 的 囊 胚 形成 率 ， 四 交 隆 胚胎 在 植 人 子宫 后 存活 到 出 生 或 成 年 的 比例 ，@ 从 克隆 的 囊 胚 
通过 体外 培养 获得 多 能 胚胎 干细胞 CES) 的 比例 。 

重组 胚胎 到 守 胚 的 植 人 前 发 育 效 率 部 分 上 受 实验 参数 如 细胞 周期 和 被 移植 的 细胞 核 
的 物理 状态 的 影响 。 例 如 ， 非 分 裂 阶段 的 供 体 细胞 的 克隆 比 活跃 增殖 期 的 细胞 的 克隆 更 
有 效率 (Campbell et al. 1996a; Cibelli et al. 1998) 。 由 此 可 以 预期 ， 由 处 于 G 或 Gu 细 
胞 周期 的 成 纤维 细胞 、 举 丸 支持 细胞 、 卵 丘 细 胞 或 NKT 细胞 重组 得 到 的 卵 具 有 较 高 的 
发 育 到 圳 胚 的 比例 ， 相 反 ， 对 于 大 部 分 细胞 处 于 S RATER ES 或 胚胎 肿瘤 
(EC) 细胞 ， 其 发 育 比例 较 低 CR 22-2) 。 由 于 实验 中 的 分 裂 期 波动 性 较 大 ， 衡 量 由 重 
组 的 卵 发 育 而 来 的 寺 胚 的 比例 并 不 是 一 个 定量 “ 重 编程 能 力 ” 的 可 信和 标 准 。 但 是 ,一旦 
一 个 克隆 胚胎 发 育 到 了 赛 胚 阶段 ， 在 植 人 子宫 后 到 出 生 阶 段 的 发 育 依 赖 于 供 体 核 的 分 化 
状态 。 由 胚胎 类 供 体 如 ES 或 EC 细胞 得 到 的 克隆 胚胎 的 发 育 效率 比 从 卵 丘 或 成 纤维 供 
体 细胞 来 源 的 克隆 发 育 效 率 高 约 10~20 倍 (Eggan et al. 2001; Wakayama and Yanagi- 
machi 2001)， 想 必 是 因为 一 个 未 分 化 的 胚胎 细胞 的 核 比 一 个 分 化 的 体 细胞 核 更 易于 ， 
或 更 少 需 要 重 编程 。 这 说 明了 在 供 体 细胞 分 化 程度 和 重 编程 效率 之 间 存 在 负 相 关 性 。 最 
后 ， 一 且 一 个 胚胎 发 育 到 历 胚 阶段 ， 其 有 相当 一 致 的 可 能 性 来 获得 ES 细胞 ， 说 明 从 外 
ABA SEARS ES 细胞 更 少 的 依赖 于 供 体 核 的 分 化 状态 E 22-2) 。 


终 末 分 化 细胞 的 核 可 以 被 重 编程 到 全 能 的 状态 么 ? 


在 早期 的 两 栖 类 和 哺乳 类 克隆 实验 中 ， 用 于 核 移植 的 供 体 核 的 种 类 是 多 样 的 ， 并 且 
不 能 排除 是 存在 于 供 体 群 中 极 少 的 成 体 干细胞 而 非 分 化 细胞 的 核 产生 了 少数 存活 的 殉 
隆 。 例 如 ， 成 体 干细胞 的 表 观 遗传 状态 可 能 与 胚胎 干细胞 相似 ， 并 且 可 能 更 易于 重 编程 
因而 可 能 更 易于 生成 存活 的 克隆 。 为 了 解决 是 否 终 末 分 化 的 细胞 核 足 以 被 重 编程 以 产生 
成 体 动物 的 这 个 问题 ,需要 遗传 标记 来 确定 一 个 成 活 的 克隆 供 体 核 。 这 些 标记 被 用 来 明 
确 地 证 明 从 成 熟 的 免疫 细胞 、 从 终 末 分 化 的 神经 元 细胞 和 从 恶性 肿瘤 细胞 获得 的 核 都 可 
以 被 重 编 程 并 产生 成 体 的 克隆 动物 。 


由 成 熟 免疫 细胞 获得 的 单 克隆 小 鼠 


单 克隆 小 鼠 是 通过 外 周 淋巴 细胞 核 移植 产生 的 。 在 外 周 淋巴 细胞 中 ， 免 疫 球 蛋白 
(Ig) 和 T 细 胞 受 体 (TCR) 基因 的 遗传 重 排 可 以 被 用 来 作为 表现 某 给 定 克 隆 供 体 核 同 
一 性 和 分 化 状态 的 稳定 标记 。 因 为 早期 试图 产生 单 克隆 小 鼠 的 尝试 是 失败 的 ， 所 以 采用 
了 两 步 克隆 法 ， 先 从 克隆 囊 胚 中 获得 ES 细胞 ， 然 后 ， 用 克隆 的 ES 细胞 获得 单 克隆 小 
S (图 22-6). M B 或 工 细 胞 供 体 核 获得 的 动物 可 以 存活 并 且 在 所 有 组 织 中 均 携带 完全 
重 排 的 免疫 球 蛋 白 或 TCR 基因 (Hochedlinger and Jaenisch 2002) 。 像 预期 的 那样 ， 单 
克隆 小 鼠 的 免疫 细胞 只 表达 那些 在 相应 的 被 用 作 核 移植 的 供 体 细胞 中 有 效 重 排 的 Ig 和 
TCR 基因 座 的 基因 ， 而 其 他 Ie 和 TCR 基因 的 重 排 被 抑制 。 这 些 结果 明确 地 说 明 终 未 
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图 22-7 ”成 熟 嗅 神经 元 的 核 移植 
由 成 熟 的 嗅 神经 元 克隆 的 小 鼠 拥 有 正常 的 嗅觉 受 体 COR) 表达 上 库 ， 但 仅 0.1% 的 神经 元 表达 P2 受 体 。 通 过 
用 插入 P2 受 体 基因 的 GFP 的 供 体 小 鼠 检 测 P2 受 体 表达 情况 。 实 验 结果 显示 受 体 表 达 的 选择 不 是 由 遗传 转 
变 而 决定 的 ， 而 是 由 可 遂 的 表 观 遗传 机 制 决定 的 。 


经 元 克隆 的 小 鼠 应 该 在 其 所 有 了 嗅 神 经 元 中 表达 这 个 受 体 ， 并 且 受 体 库 的 表达 可 能 发 
生变 化 〈 这 些小 鼠 可 能 只 能 噢 出 一 种 气味 )。 对 于 嗅 受 体 表达 的 分 析 显 示 受 体 选 择 的 
机 制 是 完全 可 逆 的 ， 并 且 不 产生 在 B 和 工 细 胞 成 熟 过 程 中 发 生 的 遗传 变化 (Eggan et 
al. 2004), 


癌症 和 通过 核 移植 获得 的 恶性 状态 的 逆转 


从 终 未 分 化 的 淋巴 细胞 和 有 丝 分 裂 后 的 神经 元 获得 的 克隆 小 鼠 说 明 核 移植 为 选择 性 
的 重 编程 一 个 细胞 基因 组 的 表 观 遗传 状态 而 不 影响 其 遗传 组 成 提供 了 一 个 工具 。 癌 症 是 
由 遗传 和 表 观 遗传 转变 共同 导致 的 ， 但 是 表 观 遗传 在 一 个 癌症 细胞 的 恶性 表 型 上 的 影响 
并 不 清楚 。 痛 症 供 体 细胞 的 核 移植 可 用 来 作为 工具 检验 转化 状态 的 可 道 性 。 确 实 ， 两 栖 
类 早期 的 实验 证 明 来 源 于 肾 肿 瘤 细 胞 的 核 可 以 被 重 编程 从 而 支持 早期 发 育 直到 师 昨 阶段 
(Mckinnell 1962)。 相 似 的 实验 结果 也 在 小 鼠 中 获得 。 通 过 对 髓 母 细胞 瘤 《medullo- 
blastoma) 细胞 系 的 核 移 植 获得 的 胚胎 ， 虽 然 效 率 低 ， 但 仍 可 支持 早期 发 育 ， 直 到 发 育 
Rav (C Li et al. 2003)。 但 是 ， 这 些 实验 不 能 明确 地 说 明 由 肿瘤 细胞 核 移植 得 到 的 克隆 
不 含有 非 转 化 细胞 的 污染 。 当 多 种 肿瘤 细胞 的 核 ， 包 括 白血病 、 淋 巴 瘤 、 乳 腺 癌 和 黑色 
素 瘤 细 胞 核 被 移植 到 去 核 的 小 鼠 卵 细胞 中 ， 绝 大 多 数 可 以 支持 到 植 人 前 发 育 ， 形 成 外 观 
IEA ASEH CHochedlinger et al. 2004) 。 因 此 ， 卵 环境 可 以 抑制 这 些 肿瘤 细胞 的 恶性 表 
型 ， 并 支持 看 起 来 正 稼 的 早期 发 育 。 但 是 ， 只 有 一 个 来 自 RAS 诱导 的 黑色 素 瘤 模型 的 
基因 组 可 以 形成 能 分 化 成 眶 合 小 鼠 中 绝 大 多 数 体 细胞 世系 的 ES 细胞 系 。 但 是 ， 因 为 在 
供 体 细胞 中 存在 遗传 改变 ， 所 有 的 向 合体 都 产生 了 癌症 。 这 些 发 现 说 明 癌 细 胞 核 在 暴露 
于 卵细胞 质 后 可 发 育 分 化 成 所 有 细胞 类 型 ， 说 明 瘤 症 的 恶性 表 型 大 部 分 是 由 表 观 遗传 转 
变 所 决定 。 而 从 EC 细胞 供 体 核 的 克隆 实验 中 得 到 了 一 个 不 同 的 结论 : 与 体 癌症 细胞 核 
不 同 ， 胚 胎 类 肿瘤 的 恶性 表 型 是 由 遗传 转变 导致 的 ， 因 为 其 不 能 通过 暴露 于 饰 细胞 质 实 
现 逆 转 (Blelloch et al. 2004), 





EA annex 
转录 模式 。 
在 克隆 中 的 重 编程 


在 两 栖 类 核 移植 实验 中 ， 长 期 以 来 认为 由 分 化 程度 更 高 的 供 体 细胞 核 来 源 的 克隆 胚 
胎 发 育 异 常 的 原因 是 不 完全 的 DNA 复制 。 EEX MEZE GE H, MERRE E 
受精 后 20 分 钟 开始 复制 ， 并 于 20 分 钟 内 完成。 相反 ， 体外 培养 的 细胞 核 分 裂 需 要 约 6 
个 小 时 来 完成 一 次 DNA 复制 。 因 此 ， 移 植 后 的 体 细胞 核 通常 用 远 超过 40 分 钟 的 时 间 
继续 DNA 复制 ， 直 到 第 一 次 有 丝 分 裂 染 色 体 凝聚 并 不 奇怪 。 因此 ， 染 色 体 复制 可 能 是 
不 完全 的 ， 并 且 不 完全 复制 的 染色 体 被 强行 分 开 ， 即 植 和 人 的 核 被 强迫 进入 他 们 的 第 一 次 
有 丝 分 多。 破碎 的 染色 体 片 段 常 在 核 移植 胚胎 中 被 发 现 〈Di Berardino and Hoffner 
1970)， 并 且 与 体 细胞 相 比 ， 这 种 发 生 于 受精 卵 的 DNA 复制 速率 和 细胞 分 裂 的 不 易 合 
性 导致 了 染色 体 非 整 倍 化 ， 从 而 比较 可 能 导致 许多 核 移植 胚胎 的 发 育 异 常 ， 尤 其 是 高 比 
例 的 核 移植 受精 孵 难 以 进行 任何 正常 分 列 。 这 在 从 非 分 裂 的 已 分 化 细胞 核 来 源 的 合子 中 
可 达到 75%, 值得 注意 的 是 从 部 分 分 裂 的 第 一 次 核 移植 胚胎 中 进行 的 系列 核 移植 通 党 
也 可 得 到 正常 发 育 的 星 妊 。 针 对 这 一 点 的 一 个 解释 是 体 细胞 核 在 卵 的 有 丝 分 裂 期 提取 物 
中 可 以 很 大 程度 地 增加 DNA 复制 起 始 位 点 的 数量 ， 从 而 使 这 些 核 比 终 末 分 化 细胞 (如 
红细胞 ) 的 核能 更 快 地 完成 染色 体 复制 (Lemaitre et al. 2005) 。 

为 有 两 个 解释 可 以 帮助 我 们 了 解 在 中 - 误 胚 转换 (mid-blastula transition) 中 出 现 于 合 
子 转录 起 始 的 核 移植 发 育 异常 。 一 个 是 早期 合子 基因 活化 在 定量 上 的 不 规则 性 (Byrne et 
al. 2003)， 男 一 个 是 核 移植 胚胎 中 异常 的 生殖 系 供 体 特异 性 基因 的 持续 表达 。 但 是 ， 还 没 
有 证 据 表 明 这 些 与 正常 基因 表达 的 不 同 是 导致 所 观察 的 发 育 异 常 的 直接 原因 ， 


重 编 程 的 机 制 


由 于 两 栖 类 受精 卵 和 卵子 数量 较 多 生体 积 较 大 ， 为 人 们 了 解 重 编程 分 子 机 制 提供 了 
方便 。 最 初 的 路 线 是 获得 可 以 体外 模拟 核 移 植 人 受精 卵 或 卵子 后 所 发 生 事件 的 细胞 提取 
物 。 对 提取 物 组 分 的 去 除 可 以 帮助 确定 重 编程 所 必需 的 组 分 。 这 个 方法 在 确定 DNA 合 
成 起 始 相 关 的 卵 的 组 分 上 尤为 成 功 。 核 质 的 确定 也 值得 注意 (Laskey et al. 1978; 
Philpott et al. 1991)， 这 是 爪 奖 卵 中 精子 去 致密 化 并 促进 组 蛋白 交换 的 一 种 高 丰 度 物 
质 。 将 体 细 胞 核 加 入 卵 提取 物 中 时 ， 同样 的 过 程 也 会 发 生 (Dimitrov and Wolffe 1996; 
Tamada et al. 2006)。 其 他 可 能 在 核 移植 过 程 中 起 作用 的 卵 提 取 物 的 组 分 包括 染色 体重 
塑 复合 物 ISWI (Kikyo et al. 2000) 和 可 以 可 逆 地 解 聚 核 仁 的 生殖 细胞 特异 性 蛋白 FR- 
GY2 (Gonda et al. 2003)。 有 人 认为 通过 将 提取 物 中 的 核 通 透 和 重 封闭 ， 染 色 质 重 塑 复 
合 物 BRG-1 也 可 能 在 秘 和 早期 胚胎 中 起 作用 (Hansis et al. 2004)。 由 于 无 细胞 提取 物 
并 不 能 起 始 核 的 转录 ， 所 以 这 些 实验 难以 诠释 。 因 此 ， 在 体外 对 核 进行 处 理 ， 然 后 将 核 
植 入 活 的 卵子 并 来 检测 转录 是 所 能 做 到 的 最 有 说 服 力 的 尝试 (Byrne et al. 2003; Tama- 
da et al. 2006), : 

目前 ， 可 以 认为 成 功 的 重 编程 需要 三 个 必需 步 又 的 , @ 在 DNA 或 蛋白 上 的 决定 分 
化 状态 的 表 观 遗传 标记 已 去 除 !@@ 新 表达 的 那些 基因 所 必需 的 转录 因子 ，@@ 相 互 作用 基 


表 观 遗传 学 


“Oct-4 样 ”基因 的 不 完全 活化 可 能 会 导致 绝 大 多 数 核 移植 胚胎 无 法 活 到 植 人 后 阶段 。 
FFA, 一些 研究 已 经 检测 到 了 克隆 胚胎 中 异常 的 DNA 甲 基 化 。 在 核 移植 实验 中 需要 在 
何 种 程度 上 模拟 正常 发 育 中 染色 质 结构 和 DNA 甲 基 化 的 表 观 遗传 修饰 才能 成 功 ， 是 一 
个 未 解决 的 问题 ,但 现 有 的 证 据 与 错误 的 表 观 遗传 重 编程 会 导致 克隆 动物 基因 表达 异常 
这 一 结论 完全 一 致 。 

HARRA 


在 植 人 后 和 原 肠 发 生前 ， 三 个 关键 事件 塑造 了 胚胎 基因 组 的 表 观 遗传 状态 : ORF 
组 水 平 的 从 头 甲 基 化 重新 确立 了 成 体 特异 的 并 在 体 细胞 整个 生命 过 程 中 维持 的 全 部 
甲 基 化 模式 (Dean et al. 2003); 名 在 肉 性 胚胎 中 通过 随机 失 活 两 条 XX 染色 体 中 的 一 
条 而 实现 剂量 补偿 效应 ; @ 端 粒 调整 为 体 细胞 特异 的 长 度 。 因 为 所 有 这 些 事件 都 在 
形成 合子 后 才 补 起 始 ， 所 以 在 克隆 动物 中 并 不 预期 发 现 表 观 遗 传 事件 调节 的 紊乱 。 
但 是 ， 在 克隆 牛 胚 胎 而 非 新 生 牛 胚胎 中 可 以 观察 到 基因 组 水 平 的 低 甲 基 化 (Cezar et 
al. 2003)。 在 健康 的 殉 隆 小 鼠 胚 胎 中 XX 染色 体 失 活 是 随机 的 且 不 受 影响 ， 但 在 异常 发 
育 的 克隆 小 鼠 胚 胎 中 则 并 非 如 此 (Eggan et al. 2000; Senda et al. 2004; Nolen et 
al. 2005). SA MiX#RELER REAGAN RAKES A EELEE A W 
结果 仍 不 清楚 。 相 反 ， 端 粒 长 度 的 调整 在 克隆 牛 和 小 鼠 中 被 准确 完成 (Lanza et 
al. 2000; Tian et al. 2000; Wakayama et al. 2000; Betts et al. 2001) ， 因 而 应 该 不 会 影 
响 克 隆 动物 的 存活 。 


出 生 后 发 育 


在 新 生 的 克隆 小 鼠 中 对 基因 表达 进行 了 最 为 广泛 的 研究 。 表 达 谱 显示 在 新 生 克 隆 小 
鼠 的 胎盘 中 有 4%% 一 5%% 的 基因 组 和 30% 一 50%% 的 印记 基因 是 异常 表达 的 〈Humpherys 
et al. 2002; Kohda et al. 2005) 。 这 说 明了 哺乳 动物 发 育 对 于 广泛 的 基因 调节 异常 具有 
令 人 惊讶 的 忍耐 性 ， 而 补偿 机 制 确保 了 一 些 克 隆 可 以 存活 到 出 生 后 。 这 些 结果 表明 存活 
的 克隆 动物 也 可 能 有 潜在 的 缺陷， 虽然 不 会 严重 到 威胁 当前 的 存活 ， 但 仍 可 能 在 后 期 引 
发 异常 的 表 型 。 


/ 5、 表 观 遗 传记 忆 


目前 已 知 的 在 状 椎 动物 发 育 过 程 中 发 生 的 基因 组 表 观 遗传 修饰 有 两 种 。 一 是 DNA 
中 许多 CpG 二 核 苷 酸 存 在 的 位 点 胞 喀 喧 的 甲 基 化 ， 一 是 组 蛋白 尾部 的 许多 修饰 。 这 些 
变化 是 在 配子 发 生 和 早期 发 育 中 获得 的 ， 并 且 与 基因 的 活化 和 失 活 密切 相关 。 因 此 ， 可 
以 推测 这 些 表 观 遗 传 修饰 可 以 通过 核 移 植被 逆转 。 如 果 不 能 被 逆转 ， 那 么 它们 有 助 于 了 
解 一 些 核 移 植 胚胎 发 育 失 败 的 原因 。 

在 两 栖 类 中 ， 可 以 通过 将 哺乳 动物 体 细 胞 核 注射 人 不 蟾 卵 的 实验 来 研究 DNA 去 甲 
44k, (Simonsson and Gurdon 2004), ZAR Oct4 基因 的 启动 子 在 成 体 胸腺 细胞 中 被 甲 基 
化 而 不 表达 。 但 是 ， 当 胸腺 细胞 核 被 注射 人 卵 中 ， 该 基因 调节 区 域 的 启动 子 而 非 增 强 子 
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第 22 章 “ 核 移植 和 基因 组 重 编程 
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图 22-9 “繁殖 性 克隆 ”和 “治疗 性 克隆 ”与 正常 胚胎 发 育 的 比较 
( 左 图 ) 在 正常 发 育 中 ， 一 个 单 倍 体 的 精子 与 一 个 单 倍 体 的 卵子 受精 形成 一 个 2 倍 体 〈2n) 的 合子 ， 合 子 进 行 
儿 裂 形成 玫 胚 。 襄 胚 植 人 子宫 并 最 终 发 育成 新 生动 物 。( 中 图 ) 在 “繁殖 性 克隆 ”中 ， 一 个 2 倍 体 成 体 供 体 细 
胞 核 被 移 人 去 核 的 受 体 卵 中 ， 在 人 工 激 活 后 ， 孵 裂 成 为 一 个 克隆 圳 胚 。 在 植 人 假 孕 母体 后 ， 一 些 克 隆 的 囊 胚 
可 发 育成 新 生动 物 。( 右 图 ) 相反 ， 通 过 核 移植 获得 ntES 细胞 需要 将 克隆 胚胎 体外 种 植 培养 。 该 ES 细胞 系 可 
被 体外 分 化 成 为 任何 细胞 类 型 从 而 用 于 研究 或 治疗 (经 许可 重印 自 Hochedlinger and Jaenisch 2003 [Massachu- 
sets Medical Society |). 


移植 物 ” 的 疾病 ， 移 植 受 体 按 惯例 接受 免疫 抑制 药物 ， 而 这 种 治疗 有 严重 的 副作用 。 由 
核 移 植 来 源 的 胚胎 干细胞 与 患者 细胞 遗传 上 完全 相同 ， 因 而 消除 了 免疫 排斥 的 风险 和 对 
免疫 抑制 的 需求 。 更 重要 的 是 ， 为 治疗 遭受 严重 紊乱 疾病 如 帕 金 森 病 、 心 脏 病 或 糖尿 病 
的 患者 而 生成 功能 性 细胞 如 神经 原 、 肌 肉 细 胞 和 胰岛 细胞 的 方法 也 被 发 展 出 来 。 并 且 ， 
胚胎 干细胞 为 组 织 替 代 提 供 了 一 个 可 更 新 的 源泉 ， 从 而 在 有 必要 的 情况 下 使 重复 治疗 成 
为 可 能 。 

的 确 ， 治 疗 性 克隆 的 可 行 性 已 在 疾病 动物 模型 中 被 验证 。 在 这 里 ，“ 上 患者 ”是 一 个 
Rag? AR RA) RAR (Rideout et al. 2002) 。Rag2 突变 的 小 鼠 由 于 催化 淋巴 细胞 
免疫 受 体重 排 的 基因 突变 而 息 有 严重 的 综合 免疫 缺陷 (SCID)。 这 些小 鼠 缺 乏 成 熟 的 B 
和 工 细胞 ， 类 似 于 人 的 一 种 疾病 “安全 室 婴 儿 ”)。 图 22-10 总 结 了 这 个 实验 需要 的 步 
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ANT 方法 的 可 行 性 (Meissner and Jaenisch 2006) 。 但 ANT 修饰 是 否 能 够 满足 那些 反 
对 从 克隆 人 胚胎 中 获得 ES 细胞 的 人 ， 值 得 进一步 关注 。 


6.3 繁殖 性 克隆 与 治疗 性 克隆 的 区 别 


为 何 重 编程 问题 困扰 着 繁殖 性 克隆 而 韭 治疗 性 克隆 呢 ? 对 于 这 个 看 起 来 自 相 矛盾 的 
问题 ， 最 重要 的 原因 是 ,与 繁殖 性 克隆 相反 ， 治 疗 性 克隆 不 需要 形成 胎儿 而 只 是 在 体外 
定向 分 化 为 功能 性 的 细胞 。 因 为 不 需要 发 育成 胎儿 ， 这 些 分 化 形成 的 细胞 的 功能 不 会 受 
到 会 导致 发 育 失败 的 异常 的 印记 基因 的 影响 (Jaenisch 2004) 。 因 为 来 源 于 正常 受精 胚 
胎 的 ES 细胞 可 以 形成 所 有 正常 的 胚胎 组 织 ， 通 过 核 移植 得 到 的 ES 细胞 也 应 该 具有 相 
似 的 潜能 。 的 确 ， 所 有 可 行 的 证 据 与 克隆 胚胎 来 源 的 ES 细胞 在 功能 和 分 子 水 平 上 与 受 
Fa RARER AY ES 细胞 相似 的 结论 一 致 (Brambrink et al. 2006)。 因 此 ， 如 果 通 过 IVF 
胚胎 获得 的 人 ES 细胞 可 用 来 治疗 疾病 ， 那 么 通过 核 移 植 获得 患者 特有 的 “定做 的 ”ES 


细胞 也 可 以 用 来 治疗 疾病 。 
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1 ] 

两 个 遗传 上 相同 的 雄性 同 卵 双生 双胞胎 ， 成 长 于 相同 的 环境 ， 却 表现 出 了 非常 不 同 
的 神经 生物 学 表 型 。 双 胞 胎 在 X 连 锁 的 肾上腺 脑 白 质 营养 不 良 (ALD) 基因 上 有 相同 
的 突变 ， 然 而 其 中 一 个 人 失明 ， 不 能 平衡 ， 大 脑 中 缺少 休 磷 脂 ， 典 型 的 致死 神经 发 育 疾 
病 特点 。 而 另 一 个 则 非常 健康 。 对 于 这 种 非 正常 现象 ， 研 究 人 员 的 结论 是 “可 能 有 一 些 
非 遗 传 性 因素 对 不 同 的 肾上腺 脑 白 质 营养 不 良 表 型 起 到 了 非常 重要 的 作用 (Korenke et 
al. 1996) 。 考 虑 到 当时 医学 遗传 学 的 焦点 是 DNA 序列 ， 在 1996 年 就 能 得 出 这 一 结论 是 
非常 准确 的 。 如 果 DNA 序列 不 能 解释 表 型 差异 ， 那 么 环境 因素 应 该 可 以 。 与 肾上腺 脑 
白质 营养 不 良 的 双胞胎 类 似 ， 有 些 同 卵 双 胞 胎 尽 管 在 相似 的 环境 条 件 下 长 大 ， 却 有 不 同 
的 精神 分 裂 症 表 型 (Petronis 2004)。 庆 幸 的 是 ， 过 去 的 十 几 年 里 科学 研究 终于 聚焦 于 
表 观 遗传 变化 ， 即 不 改变 DNA 序列 的 条 件 下 的 遗传 信息 修饰 。 这 对 拥有 相同 DNA F 
列 却 呈 现 不 同 表 型 的 同 卵 双胞胎 提供 了 一 种 可 能 的 解释 (Dennis 2003; Fraga et 
al. 2005). 

表 观 遗传 修饰 控制 基因 在 细胞 中 的 表达 模式 。 这 些 修饰 稳定 并 可 继承 ， 所 以 一 个 肝 
脏 细胞 在 分 裂 后 产生 的 是 更 多 的 子 代 肝脏 细胞 。 对 于 那些 不 分 裂 的 细胞 〈 如 神经 细胞 )， 
染色 体 特 定 区 域 上 的 染色 质 修饰 为 维持 表 观 遗传 信息 提供 了 一 种 机 制 ， 还 有 可 能 介 导 了 
神经 细胞 对 特定 刺激 反应 的 可 重复 性 。 表 观 遗 传 基因 型 (epigenotype， 基因 座 的 表 观 
遗传 状态 ) 由 DNA 甲 基 化 状态 、 染 色 质 修饰 以 及 尚 有 待 明晰 的 非 编码 RNA 的 一 系列 
活性 所 建立 。 

在 哺乳 动物 中 ， 志 今 研究 最 透彻 的 表 观 遗传 信号 一 一 DNA 甲 基 化 主要 发 生 在 对 称 
的 CpG 双核 背 酸 上 胞 喀 啶 的 第 五 位 碳 上 。 细 胞 分 裂 后 ，DNA 甲 基 化 状态 的 维持 依赖 于 
DNA 甲 基 转移 酶 I， 它 甲 基 化 子 代 细胞 中 半 甲 基 化 的 CpG 双核 苷 酸 。 染 色 质 修饰 包括 
组 蛋白 N 端 尾巴 的 乙酰 化 、 甲 基 化 、 磷 酸化 、 泛 素 化 等 共 价 转录 后 修饰 。 甲 基 化 修饰 
可 以 分 为 单 甲 基 化 ， 双 甲 基 化 ， 三 甲 基 化 。 这 些 修 饰 组 成 了 可 能 的 “组 蛋白 密码 ”， 代 
表 特 定 的 染色 质 结构 ， 并 继而 影响 邻近 基因 的 表达 。 由 于 染色 质 由 高 度 折 姜 的 ， 缠 绕 在 
组 蛋白 上 的 DNA HR, DNA 折 和 又 进 染色 质 的 模式 显然 与 基因 活性 变化 紧密 相关 。 尽 
管 组 蛋白 密码 和 染色 质 结构 可 以 稳定 的 从 母 代 细 胞 传递 到 子 代 细胞 ， 但 是 其 复制 机 制 尚 
未 被 充分 理解 。 在 发 育 中 和 出 生 后 ， 由 于 环境 以 及 经 历 等 因素 的 影响 ， 表 观 遗 传 型 也 展 
示 出 一 定 的 可 塑性 。 因 此 ， 就 不 难 理解 表 观 遗传 型 不 仅 能 影响 人 类 的 发 育 疾 病 ， 还 可 以 
影响 出 生 后 甚至 成 年 人 的 疾病 。 最 新 发 现 的 一 类 对 表 观 遗传 信号 有 影响 的 分 子 是 非 编码 
RNA。 长 期 以 来 ， 非 蛋白 质 编 码 RNA 包括 tRNA, rRNA, spliceosomal RNA。 最 近 ， 
由 于 获得 了 许多 生物 的 基因 组 序列 ， 再 通过 物种 间 〈 从 大 肠 杆 菌 到 人 类 ) 分 子 和 遗传 学 研 
究 。 非 编码 RNA 的 种 类 得 到 了 很 大 的 扩充 ， 发 现 了 核 仁 小 RNA (snoRNA)、 微 RNA 
(microRNA，miRNA)， 小 干扰 RNA (small interfer RNA, siRNA) 和 双 链 小 RNA 
(small double-stranded RNA) 。 某 些 这 类 小 RNA 分 子 可 调控 染色 质 修 饰 ， 基 因 组 印 
id, DNA 甲 基 化 和 转录 沉默 〈 详 见 第 八 章 )。 
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第 一 个 证 明 表 观 遗传 在 人 类 疾病 当中 起 作用 的 明确 证 据 来 源 于 人 们 对 基因 组 印记 的 
理解 以 及 发 现 若 干 基因 受到 基因 组 印记 的 调节 (Reik 1989)。 基 因 组 印记 是 一 种 表 观 遗 
传 形式 ， 它 依据 基因 来 自 父 本 或 母 本 的 不 同 来 调节 基因 的 表达 。 这 样 ， 对 二 倍 体 的 一 个 
印记 位 点 ， 来 源 于 父 本 或 母 本 等 位 基因 的 表达 是 不 一 样 的 。 在 每 一 代 中 ， 亲 本 来 源 的 基 
因 组 印记 都 必须 被 抹 除 、 重 置 并 保持 。 这 使 得 印记 的 基因 座 易 受 以 上 过 程 中 引入 的 错误 
所 影响 。 这 些 错 误 ， 加 之 DNA 甲 基 化 酶 、 甲 基 化 DNA 结合 蛋白 、 组 蛋白 修饰 相关 和 蛋 


白 的 基因 突变 ， 都 与 日 益 增 长 的 人 类 表 观 基因 组 疾病 密切 相关 CA 23-1). 


染色 质 相 关 疾 病 
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DNA 甲 基 化 改变 染色 质 效应 因子 突变 (AMF) 突变 


调节 序列 


图 23-1 ”染色 质 相 关 疾 病 的 遗传 和 表 观 遗传 机 制 
典型 的 表 观 遗传 机 制 包括 DNA 甲 基 化 的 改变 或 印记 位 点 染色 质 的 改变 ， 从 而 破坏 单 等 位 基因 的 表 
达 。 遗 传 机 制 可 以 分 为 两 大 类 。 反 式 效应 包括 染色 质 结 合 因子 的 缺失 或 功能 性 障碍 ， 这 些 因子 可 
以 继而 在 特定 区 域 改 变 染 色 质 结构 和 基因 表达 。 顺 式 效应 指 调节 所 需 的 非 编码 区 域内 发 生 的 突变 。 
这 些 突变 ， 包 括 DNA 重复 序列 的 扩张 ， 可 导致 染色 质 改 变 从 而 影响 基因 组 的 稳定 性 和 基因 表达 。 
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训 无 疑问 ， 模 式 生物 的 研究 有 助 于 许多 生物 学 原理 的 理解 ， 尤 其 是 在 遗传 学 、 发 育 
生物 学 和 神经 生物 学 领域 。 然 而 ， 我 们 经 常 忘记 ， 对 于 生物 学 的 各 个 方向 ， 人 类 本 身 是 
最 重要 的 模式 生物 。 对 人 类 数 以 千 计 疾病 的 研究 ， 代 表 着 所 有 物种 中 最 大 规模 的 突变 得 
选 。 如 果 详 尽 而 系统 地 进行 研究 ， 这 些 表 型 在 其 医学 意义 以 外 ， 还 可 能 会 揭示 一 些 生物 
学 原理 。 所 以 不 必 奇 怪 非 孟 德尔 遗传 的 “动态 突变 ”(dynamic mutation) 是 在 对 脆性 叉 
染色 体 综 合 征 患 者 的 研究 中 得 到 揭示 的 〈Pieretti et al. 1991) 。 那 些 拥有 特殊 表 型 的 串 
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尽管 1988 年 ， 单 杂 源 二 倍 体现 象 还 被 某 些 人 认为 是 罕见 现象 ， 但 现在 我 们 已 经 知 
道 除 了 3 号 和 19 号 染色 体外 ， 其 他 的 染色 体 上 都 发 现 了 单亲 源 二 倍 体现 象 。 

对 特殊 病例 的 研究 不 仅 揭示 了 更 多 染色 体 上 的 单亲 源 二 倍 体现 象 ， 还 在 1989 年 提 
出 了 单亲 源 二 倍 体 因 改 变 表 观 基因 型 及 破坏 基因 印记 而 导致 疾病 的 理论 (Nicholls et 
al. 1989) Nicholls 等 研究 了 一 位 Prader-Willi 综合 征 (PWS) HRS. RHA 
(13; 15) 平衡 罗 们 逊 易 位 (balanced Robertsonian translocation) ， 该 易 位 也 存在 于 其 
无 症状 的 母亲 和 其 他 母系 亲属 。 上 患者 是 从 母亲 处 遗传 得 到 第 二 条 15 号 染色 体 ， 而 所 有 
无 症状 的 后 代 则 从 父亲 处 得 到 ， 这 使 作者 们 认为 母 本 单亲 源 二 倍 体 导 致 了 Prader-Willi 
综合 征 。 在 确认 了 第 二 例 具 有 正常 核 型 的 患者 也 带 有 UPDI 后 ， 研 究 者 们 提出 基因 组 
印记 是 Prader-Willi 综合 征 的 病因 。 进 一 步 ， 他 们 推 斯 15q11-13 的 父 本 缺失 或 母 本 单亲 
源 二 倍 体 都 会 导致 Prader-Willi 综合 征 ， 他 们 也 预测 15 号 染色 体 父 本 单亲 源 二 倍 体会 
导致 Angelman 综合 征 ， 正 如 该 区 域 的 母 本 缺失 一 样 。 所 有 这 些 推 断 都 已 被 证 实 。 


3. 人 类 疾病 


3.1 基因 组 印记 紊乱 


单亲 源 二 倍 体 的 发 现 开始 了 人 类 基因 组 印记 订 乱 的 临床 研究 。Prader-Willi 综合 征 
和 Angelman 综合 征 是 最 先 被 研究 的 基因 组 印记 紊乱 。Beckwith-wiedemann 综合 征 、 
假 甲 状 旁 腺 机 能 减退 以 及 Silver-Russell 综合 征 随 后 拓展 了 这 一 类 疾病 的 名 单 ， 对 这 些 
疾病 的 研究 引发 了 许多 耐人寻味 的 问题 ， 如 表 观 遗传 缺陷 如 何 导致 疾病 表 型 。 在 下 文 
中 ， 将 简要 介绍 以 上 每 一 疾病 的 临床 特征 ， 和 研究 这 些 疾病 时 所 发 现 的 缺陷 表 型 的 表 观 
遗传 机 理 。 


姐妹 综合 征 ; PRADER-WILLI 和 ANGELMAN 


大 多 数 Prader-Willi 综合 征 (PWS; OMIM 176270) 和 Angelman 综合 征 CAS; 
OMIM 105830) 病因 为 15q1i1-q13 上 一 个 约 5~6Mb 区 域 的 缺失 ， 但 他 们 的 表 型 却 完全 
不 同 。 位 于 15q11-q13 的 基因 组 印记 导致 了 他 们 的 表 型 不 同 ， 因 为 PWS 缺失 了 父 本 来 
源 的 该 区 域 ， 而 AS 则 缺失 了 母 本 来 源 的 这 一 区 域 (Ledbetter et al. 1981; Magenis et 
al. 1987; Nicholls et al. 1989). PWS 的 发 生 率 约 为 万 分 之 一 ， 在 50 年 前 就 已 经 被 报道 ， 
其 特征 为 婴儿 期 张力 减退 ， 发 育 迟 缓 ， 因 饮食 不 佳 而 营养 不 良 以 及 采 潍 ， 随 后 则 出 现 饮 
食 过 量 、 重 度 肥 胖 、 矮 小 、 第 二 性 征 及 生殖 器 发 育 不 全 和 轻 度 的 认 知 障碍 。PWS 患者 
还 有 特殊 的 身体 特征 ， 如 手脚 小 、 杏 仁 形 眼 、 上 嘴唇 薄 。 绝 大 部 分 PWS 患者 有 轻微 或 
SP RNS HR. KG BARA BE. DRE. AHORA. FS PWS 
患者 相反 ，AS 患者 具有 乐观 的 情绪 ， 爱 笑 ， 有 时 候 会 有 一 阵 英 名 的 大 笑 。AS 患者 具 
重度 发 育 迟 绥 、 语 言 能 力 极 差 (或 完全 不 具备 )、 平 衡 问 题 (运动 失调 )、 双 和 手 不 正常 的 
摆动 、 涉 小 畸形 、 疗 痛 以 及 一 些 异 常 的 外 形 ， 如 突出 的 上 额 和 宽大 的 踢 。 

张力 减退 、 皮 肤 及 虹膜 着 色 不 足 和 和 斜视 在 这 两 种 患者 中 均 有 发 现 。 大 多 数 〈 约 
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母 本 缺失 父 本 印记 缺陷 UBE3A 突 变 
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图 23-3 Prader-Willi 综合 征 和 Angelman 综合 征 
这 两 种 综合 征 都 可 以 由 遗传 缺陷 、 表 观 遗 传 缺 陷 或 两 者 共同 引起 。 


70%) 的 PWS 和 AS 患者 的 病因 分 别 为 父 源 和 母 源 15ql1-ql3 RA. A 25% PWS B 
者 是 由 于 15ql1-ql3 的 母 本 单亲 源 二 倍 体 ， 这 一 区 域 的 父 本 单亲 源 二 倍 体 则 导致 了 约 
2% 一 5% 的 AS 病例 。UPD 在 PWS 和 AS 患者 中 出 现 的 频率 不 同 通常 归 因 于 母 源 性 不 分 
离 ， 因 为 随 女 性 年 龄 影响 会 导致 出 现 15 号 染色 体 三 体 或 单 体 。 对 之 随后 的 “补救 ”措施 
导致 了 母 本 UPD (R PWS 综合 征 ) ， 或 父 本 单亲 源 二 倍 体 〈 即 AS 综合 征 )。 这 两 种 UPD 
出 现 频率 的 不 同 可 能 是 因为 这 两 种 异常 卵子 的 出 现 频率 和 它们 被 “补救 ”的 频率 不 同 。 
PWS/AS 重要 区 域 出 现 易 位 导致 了 少 于 10% 的 病例 ， 且 这 种 易 位 因 其 素 本 来 源 的 性 别 具 
很 高 的 家 族 重 现 性 ( 近 50%)。 事 实 上 ， 因 15ql1-ql3 易 位 或 其 他 异常 结构 导致 在 某 些 家 
族 中 同时 存在 PWS 和 AS 综合 征 患者 ， 而 表 型 则 由 突变 的 父 源 或 母 源 性 所 决定 。 


表 23-1 基因 印记 疾病 选 列 





疾病 基因 备注 涉及 的 基因 

Prader-Willi 综合 征 缺失 ,UPD, 基 因 印 记 缺 陷 15ql11-q13 snoRNA 及 其 他 

Angelman 综合 征 缺失 ,UPD, 基 因 印 记 和 缺陷 ,点 突 15q11-q13 UBE3A 
变 , 倍 增 

Beckwith-Wiedemann 综 UPD, 4% jH Flic k PA. 11p15.5 11p15.5 IGF2, CDKNIC 

合 征 倍增 , 易 位 ,点 突 变 

Silver-Russell 综合 征 UPD, 倍增 , 易 位 , 反 转 7p11. 2 区 域内 若干 候选 基因 
表 观 遗传 突变 11p15. 5 H19 双 等 位 基因 表达 及 IGF2 

表达 下 调 

假 性 甲状 旁 腺 功能 减退 症 点 突变 , HAE ic wR 20q13.2 GNASI 

陷 ,UPD 





基因 印记 缺陷 代表 另 一 类 导致 PWS 和 AS 综合 征 的 突变 。 这 些 缺 陷 与 15ql11-ql13 


表 观 遗传 学 





图 23-4 Prader-Willi 综合 征 患 者 (a) 和 Angelman 综合 征 患 者 b) 
同一 印记 区 域 的 缺陷 可 导致 的 综合 征 有 着 明显 不 同 的 临床 特征 。 图 片 由 Daniel J. Driscoll 和 
Carlos A. Bacino 博士 分 别提 供 。 


基因 印记 中 心 Gmprinting center, IC) 有 关 (Ohta et al. 1999), ， 他 们 导致 一 条 亲本 染 
色 体 的 表 观 基因 型 改变 ， 通 常 变 为 与 相对 亲本 染 色 体 相 同 。 基 因 印 记 缺 陷 通 常 是 因为 基 
因 印 记 中 心 〈IC) 的 缺失 ,但 是 也 有 一 些 病例 似乎 是 因为 表 观 遗传 突变 造成 的 ， 而 非 
DNA 序列 的 改变 。 这 些 多 种 多 样 的 基因 印记 缺陷 造成 的 结果 是 一 样 的 ， 包 括 DNA P 
基 化 、 染 色 质 结构 以 及 基因 表达 模式 的 改变 。 约 2% 一 5 的 PWS 和 AS 综合 征 患者 是 
由 于 基因 印记 缺陷 造成 的 ， 根 据 缺 陷 的 亲本 来 源 不 同 ，IC 缺失 通常 有 50% 的 家 族 重 现 
性 。 而 无 基因 印记 中 心 缺 失 的 家 族 则 重 现 性 风险 要 低 。 研 究 发 现 一 些 接受 过 细胞 质 内 精 
FIER CCSD 的 AS 患者 具有 基因 印记 缺陷 ， 这 引出 了 体外 受精 易 引 起 基因 印记 缺陷 
的 可 能 性 (Cox et al. 2002; Orstavik et al. 2003)。 未 进行 ICSI 而 进行 了 激素 治疗 的 难 
孚 夫妻 产 出 的 AS 综合 征 患 儿 也 有 基因 印记 缺陷 ， 这 提出 了 新 的 问题 ， 即 是 否 不 孚 和 基 
因 印 记 缺 陷 之 间 有 共同 的 机 制 ， 或 辅助 生殖 技术 〈 激 素 或 ICSD 具有 表 观 遗传 影响 
(Ludwig et al. 2005), 

AS 综合 征 中 15q11-q13 受到 印记 影响 的 具体 基因 已 经 知道 。 但 在 PWS 综合 征 中 还 
不 明了 。 约 10%~15% 的 AS 综合 征 是 由 泛 素 化 连接 酶 E3 (UBE3A) 基因 突变 引起 ， 
该 基因 编码 E6 结合 蛋白 〈E6-AP) (Kishino et al. 1997; Matsuura et al. 1997) 。 通 过 表 
达 图 谱 研究 ， 人 们 发 现 Ube3a 在 小 脑 薄 肯 野 氏 细 胞 和 海马 体 神经 元 细胞 中 表达 ， 且 只 
从 母 源 染 色 体 表达 。 进 一 步 的 ， 缺 失 母 源 Ube3a 的 杂 合 体 小 鼠 (Ube3a 十 /一 ) 重 现 了 
AS 综合 征 的 特征 (Jiang et al. 1998)。 这 些 结果 结合 人 类 疾病 研究 的 数据 ， 指 出 
UBE3A 基因 是 AS 综合 征 致 病 基 因 。15ql1-ql3 父 本 单亲 源 二 倍 体 或 母 源 性 缺失 都 会 导 
致 藉 肯 野 氏 细胞 不 表达 UBE3A 。 基 因 印 记 中 心 CO 缺失 的 病例 ， 似 乎 失去 了 抑制 性 
反 义 转 录 物 的 沉默 ， 导 致 UBE3A 不 表达 (Rougeulle et al. 1998) 。 令 人 费解 的 是 仍 有 
约 10%% 的 AS 综合 征 病例 的 分 子 机 制 尚 不 明了 。 其 中 一 部 分 患者 的 一 个 染色 质 重 塑 重 日 
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甲 基 化 CpG 结合 蛋白 2 (MBD2) 发生 了 突变 ， 

在 PWS 综合 征 的 患者 当中 ， 有 若干 候选 基因 只 表达 于 父 源 等 位 基因 ， 但 还 不 清楚 
究竟 是 哪 一 个 基因 导致 了 PWS 综合 征 的 表 型 。 目 前 为 止 最 可 能 的 基因 位 于 非 编 码 的 
snoRNA 艇 中 。 最 可 能 的 蛋白 质 编码 基因 是 SNURF-SNRPN 和 Necdin (NDN). 
SNURF-SNRPN 基因 的 主 转录 起 始 位 点 位 于 基因 印记 中 心 ， 其 编码 一 个 调节 RNA 前 
切 的 小 RNA 结合 蛋白 〈SNRPN) 。 另 一 基因 ,“SNRPN 上 游 编 码 区 ” (SNRPN up- 
stream open reading frame, SNURF) 及 其 上 游 非 编码 外 显 子 ， 被 认为 是 基因 印记 缺 
陶 的 主要 位 点 。 因 为 这 一 基因 的 斋 除 会 改变 SNRPN 基因 和 其 他 15q11-q13 基因 的 印 
Wo RA Snrpn 基因 的 小 鼠 表 型 正常 ， 但 车 同时 敲 除 与 其 他 15q11-q13 基因 同 源 的 某 些 
基因 ， 会 导致 小 鼠 减退 、 发 育 迟 缓 并 死 于 断奶 之 前 (Tsai et al. 1999), A T/M 
RNA (snoRNA) 基因 只 表达 于 父 源 等 位 基因 ， 也 怀疑 与 PWS 综合 征 有 关 (Meguro et 
al. 2001) 。 最 近 的 研究 发 现 如 果 项 除 这 些 snoRNA 基因 之 一 〈HBIL52) 的 父 源 等 位 基 
因 不 会 引起 PWS 综合 征 (Runte et al. 2005)。 然 而 ， 在 小 鼠 中 的 研究 发 现 Pwerl / 
MBII85 两 个 snoRNA 基因 的 同时 缺失 可 能 是 PWS 模型 小 鼠 中 新 生 鼠 致死 的 原因 
(Ding et al. 2005) 。 因 此 ，PWS 综合 征 可 能 是 由 一 个 或 多 个 snoRNA 基因 缺失 引起 的 ， 
当然 也 可 能 同时 伴 有 其 他 位 于 15q11-q13 的 父 源 基因 的 缺失 。 对 罕见 基因 易 位 和 缺失 家 
族 的 细致 研究 ， 支 持 PECRI /HBIL85 snoRNA 缺失 导致 PWS 综合 征 的 假说 〈Schule 
et al. 2005), 


BECKWITH-WIEDEMANN 综合 征 


天 于 BECKWITH-WIEDEMANN 综合 征 的 故事 很 好 地 展示 了 人 类 疾病 是 怎样 揭示 
表 观 遗传 学 在 正常 发 育 、 细 胞 生长 调节 以 及 肿瘤 发 生 中 的 重要 作用 。BWS 综合 征 的 主 
要 特征 是 体 细胞 过 度 增 长 ， 先 天 异常 ， 易 患 小 儿 有 上 胚胎 型 恶性 肿瘤 (Weksberg et 
al. 2003)。BWS 综合 征 的 患者 一 般 身 材 巨 大 ， 舌 头 肥 大 ， 同 时 伴 有 偏 身 肥大 ， 不 同 程 
度 的 耳 和 其 他 器 官 异 常 ， 脐 突出 等 特征 。 同 时 ， 很 多 患者 具有 肥大 的 内 脏 器 官 、 患 有 胚 
Ay on Wilm 氏 肿瘤 、 肝 母 细 胞 瘤 、 横 纹 肌 肉瘤 等 ， 也 会 有 胰腺 增生 ， 经 常 导 致 新 生 儿 
低 血 糖 。 

大 多 数 BWS 综合 征 患 者 是 偶发 性 的 ， 但 少数 患 病 家 族 具 有 的 常 染 色 体 显 性 遗传 模 
式 揭示 了 其 病因 可 能 与 11p15 有 关 (Ping et al. 1989). BWS 综合 征 相 关 肿 瘤 中 母 源 等 
位 基因 的 选择 性 缺失 ， 女 性 患者 对 后 代 的 显 性 遗传 ， 以 及 某 些 BWS 综合 征 患 者 具 
11p15. 5 父 源 性 单亲 源 二 倍 体 ， 都 表明 表 观 遗传 和 基因 印记 必然 在 BWS 综合 征 中 起 着 
重要 作用 ， 而 且 BWS 综合 征 源 于 新 的 或 继承 而 来 的 一 系列 遗传 及 表 观 遗传 的 异常 。 那 
些 与 BWS 综合 征 相 关 的 印记 基因 簇 大 约 有 1Mb 大 小 ， 分 布 在 11p15. 5， 共 包含 至 少 12 
个 印记 基因 。 这 些 基因 被 认为 受 两 个 基因 印记 中 心 的 调控 ， 这 两 个 基因 印记 中 心 之 间 被 
一 个 没有 基因 印记 的 区 域 分 开 (Weksberg et al. 2003)。 具 有 相反 基因 印记 的 H19 和 类 
胰岛 素 生 长 因子 (IGF2〉 以 及 一 个 差异 性 甲 基 化 区 域 被 认为 代表 了 其 中 的 一 个 基因 印 
记 调 控 区 (ICR1)〉 (Joyce et al. 1997; Weksberg et al. 2003), H19 基因 编码 一 个 母 源 性 
表达 的 非 编 码 pol I RNA, IGF? 基因 则 编码 一 个 父 源 性 表达 的 生长 因子 。 这 两 个 基因 


表 观 遗传 学 


共同 拥有 一 组 增强 子 ， 对 该 增强 子 的 接近 被 基因 印记 调控 区 甲 基 化 状态 以 及 一 个 锌 指 结 
ARA CTCF 的 结合 所 影响 (Hark et al. 2000)。 第 二 个 基因 印记 调控 区 (ICR2) 含有 
很 多 和 母 源 性 表达 的 基因 ， 包括 周期 蛋白 依赖 性 激酶 抑制 因子 (CDKNIC 编码 的 
po7s’), 一 个 钾 离 子 通道 组 分 (KCNQ1), 以 及 一 个 可 能 的 阳离子 转运 蛋白 
(SLCZ2A1L), ICR2 的 差异 性 甲 基 化 区 域 位 于 KCNQI 的 一 个 内 含 子 上 ， 该 区 域 在 父 
源 等 位 基因 上 不 被 甲 基 化 ， 导 致 KCNQI 反 义 方向 上 出 现 KCNQIOTI1 的 表达 。 而 母 源 
等 位 基因 ICR 的 甲 基 化 ， 则 被 认为 抑制 了 母 源 性 KCNQIOTI 的 表达 ， 从 而 使 母 源 性 
基因 KCNQI 和 CDKNIC 得 以 表达 (Lee et al. 1999; Smilinich et al. 1999). 

亿 多 表 观 遗传 学 和 遗传 学 分 子 缺 陷 提供 了 确认 BWS 综合 征 致 病 基因 的 某 些 线索 。 
在 非 甲 基 化 的 母 源 等 位 基因 上 ，CTCF 结合 于 ICRI ， 形 成 染色 质 边界 从 而 将 IGF2 启 
动 子 与 其 增强 子 相 隔绝 。 于 是 这 些 增强 子 可 以 接触 到 临近 染色 质 边界 的 HI9 启动 子 ， 
使 H19 基因 得 以 转录 。 父 源 等 位 基因 ICRI 的 甲 基 化 则 抑制 了 CTCF 的 结合 ，IGF2 基 
因 得 以 表达 并 抑制 H19 基因 的 表达 。 包 含 IGF? 基因 座 的 11P15. 5 的 倍增 或 者 该 区 域 
的 父 源 性 单亲 源 二 倍 体 患 者 的 发 现 〈 均 意味 着 IGF 基因 的 过 表达 ) ， 以 及 过 表达 IGF 
基因 的 转基因 小 鼠 出 现 过 度 生 长 以 及 舌 肥 大 的 表 型 ， 共 同 揭示 IGF2 基因 过 表达 是 导致 
BWS 综合 征 表 型 的 潜在 因素 之 一 (Henry et al. 1991; Weksberg et al. 1993; Sun et 
al. 1997) 。 有 趣 的 是 ， 与 过 表达 IGF 基因 相似 ，CDKNIC 基因 功能 缺失 突变 体 也 导 
BBWS 综合 征 的 发 生 。 缺 失 Cdknlc 基因 的 小 鼠 具有 脐 突出 现象 ， 但 不 导致 过 度 生长 。 
然而 ， 在 Cdknic 基因 人 缺失 的 同时 引入 IGF? 基因 的 过 表达 ， 小 鼠 则 会 出 现 多 种 BWS 综 
合 征 表 型 (Caspary et al. 1999) 。 迄 今 为 止 ， 可 引起 BWS 综合 征 的 分 子 缺 陷 包 括 @ 四 洱 
mt IGF? 区 域 的 父 源 性 倍增 ; @11p15. 5 的 父 源 性 单亲 源 二 倍 体 ; @CDKNIC 母 源 等 
位 基因 的 功能 缺失 ; @ 母 源 染 色 体 上 的 易 位 ， 这 些 易 位 破坏 KCNQI ， 影 响 IGF 基因 
的 印记 ， 有 趣 的 是 却 不 影响 ICR; 图 最 常见 的 则 是 ，ICR2/KCNQIOT1 基因 印记 的 
丧失 ， 进 而 影响 IGF? 基因 印记 ， 这 暗示 ICRI 和 ICR2 间 存 在 某 种 调节 关系 (Cooper 
et al. 2005) 。 某 些 BWS 综合 征 患 者 具有 的 表 观 遗传 改变 ， 如 H19 ICRI 甲 基 化 缺陷 ， 
也 被 发 现存 在 于 患 有 Wilm 肿瘤 却 无 BWS 综合 征 的 患者 中 。 这 表明 表 观 遗传 缺陷 发 生 
的 时 间 可 能 决定 了 该 缺陷 是 对 整个 个 体 还 是 部 分 器 官 发 生 影 响 。ICRI 甲 基 化 异常 经 常 
会 导致 Wilms 肿瘤 ， 而 ICR? 甲 基 化 异常 则 易 导 致 BWS 综合 征 中 的 横 纹 肌肉 瘤 和 肝 母 
细胞 瘤 。 这 表明 在 11P15. 5 存在 有 多 个 易 诱 发 肿瘤 的 基因 座 (Weksberg et al. 2001; 
DeBaun et al. 2003; Prawitt et al. 2005), 


SILVER-RUSSELL 综合 征 


Silver-Russell 综合 征 (SRS; OMIM 180860) 是 一 种 发 育 葆 乱 疾 病 ， 主 要 表现 为 发 
育 述 缓 ， 身 材 矮小 且 不 对 称 ， 部 分 具 面 部 、 头 盖 骨 以 及 手指 和 脚 幅 畸 型 。 最 主要 的 特征 
是 身体 生长 不 正常 ， 其 他 特征 也 变化 很 大 。SRS 有 多 种 遗传 病因 ， 但 约 10% 的 患者 是 
由 第 7 号 染色 体 的 母 源 性 单亲 源 二 倍 体 所 造成 (Eggermann et al. 1997) 。 可 能 是 某 父 源 
性 表达 的 促进 生长 的 基因 的 功能 缺失 导致 了 SRS， 但 也 不 能 排除 是 因为 某 母 源 性 表达 
的 抑制 生长 的 基因 出 现 了 过 表达 。 有 趣 的 是 ， 在 几 例 SRS 患者 中 发 现 了 由 表 观 遗传 突 


第 23 章 ” 表 观 遗传 学 和 人 类 疾病 


变 引 起 的 染色 体 11p15 上 ICRI 的 去 甲 基 化 。 这 一 表 观 遗传 缺陷 导致 了 H19 双 等 位 基 
因 表 达 和 IGF? 表达 水 平 的 下 降 (Gicquel et al. 2005). 


假 性 甲状 穷 腺 功能 减退 


在 正常 副 甲状 腺 激素 (PTH) 水 平 下 ， 仍 出 现 甲状 旁 腺 功能 减退 的 各 种 表 型 被 称 
为 假 性 甲状 旁 腺 功能 减退 (PHP) 。 这 些 患者 对 PTH 具 抗 性 。 他 们 分 属 多 个 临床 亚 型 ， 
Ia, Ib, Ic, I 和 Albright 遗传 性 骨 质 营养 不 良 ‘OMIM 103580)。 除 了 甲状 旁 腺 功能 
减退 和 人 骨 质 营养 不 良 ， 这 些 患者 同时 还 可 能 具有 一 系列 发 育 及 体征 缺陷 。 这 些 临 床上 不 
同 的 表 型 源 于 GNASI 基因 的 突变 ， 该 基因 编码 促 a 活性 多 肽 1 (Gsa) ， 一 种 鸟 叮 吟 核 
甘 结 合 蛋 白 。GNASI 位 于 染色 体 20q13.2, GNAS] 有 三 个 可 变 的 第 一 外 显 子 〈 外 显 子 
1A，XL 和 NESP55)， 它 们 和 第 2-13 外 显 子 剪接 形成 不 同 的 转录 产物 。 对 于 NESP55 
和 XL， 这 种 可 变 剪 接 产 生 不 同 的 蛋白 。 在 这 些 外 显 子 的 周围 有 着 差异 性 甲 基 化 区 域 ， 
导致 NESP55 只 表达 于 母 源 等 位 基因 ， 而 XL、1A 和 NESP55 的 一 个 反 义 转录 物 则 只 
表达 于 父 源 等 位 基因 。 尽 管 父 源 和 母 源 的 Goo 蛋白 编码 转录 物 均 表达 ， 但 母 源 等 位 基 
因 在 某 些 组 织 〈 如 近 端 肾 小 管 ) 优先 表达 。 即 便 对 于 具有 明显 常 染色 体 显 形 遗 传 模 式 的 
突变 ， 基 因 组 印记 和 组 织 特异 性 印记 的 组 合 导致 了 表 型 和 亲 源 性 影响 的 多 样 性 (Hay- 
ward et al. 1998) 。 值 得 一 提 的 是 一 个 GNAS] 区 域 呈 父 源 性 单亲 源 二 倍 体 的 患者 发 展 
成 了 PHP Ib 型 疾病 (Bastepe et al. 2003). 

通过 研究 临床 病例 的 基因 型 与 表 型 ， 人 们 发 现 除 SRS Sb Ae ASA IC AL 
(PWS, AS, BWS 和 PHP) 均 可 起 源 于 一 系列 的 遗传 学 或 表 观 遗传 学 异常 ， 无 论 该 异 
常 是 新 生 的 还 是 继承 的 。 很 难 相 信 这 样 一 个 混合 的 遗传 模型 只 会 存在 于 非常 有 限 的 疾病 
种 类 中 。 十 多 年 前 ， 单 亲 源 二 倍 体 只 是 一 种 理论 上 存在 的 可 能 性 ， 但 现在 在 许多 染色 体 
区 域 都 发 现 了 这 种 现象 并 证 明 其 导致 了 多 种 疾病 和 发 育 表 型 。 人 类 遗传 研究 所 面临 的 一 
个 挑战 是 找到 哪些 基因 导致 了 与 UPD 相关 的 表 型 ， 以 确定 哪些 疾病 可 能 是 由 遗传 和 表 
观 遗 传 混合 机 制 所 导致 。 


3.2 ” 反 式 作用 于 染色 质 结构 的 紊乱 


越 来 越 多 的 疾病 被 发 现 起 源 于 与 染色 质 结 构 和 重 塑 相 关 和 蛋白 的 突变 ， 这 凸显 了 精密 
协调 的 染色 质 结构 对 于 人 类 健康 的 重要 性 。 这 些 疾病 本 身 没 有 表 观 遗传 突变 ， 却 改变 了 
表 观 遗传 型 的 决定 性 组 分 -染色 质 状 态 。 这 些 巨 大 的 表 型 差异 ， 以 及 蛋白 质 水 平 上 细微 
的 改变 乃至 保守 性 氨基 酸 的 替换 都 可 能 导致 人 类 疾病 的 现象 ， 正 开始 为 染色 质 重 塑 蛋 白 
的 严格 调控 和 相互 作用 提供 线索 。 反 式 作 用 于 染色 质 结构 的 亭 乱 或 者 源 于 染色 质 重 塑 蛋 
白 的 功能 丧失 ， 如 CREB 4424 (CBP), EP300 或 者 甲 基 化 CpG 结合 蛋白 
(MeCP2), 或 者 源 于 DNA FSU HRB AM TRH A. ON DNA 甲 基 化 酶 3B 
(DNMT3B) 或 者 次 甲 基 四 和 氧 叶酸 还 原 酶 MTHFR)〉( 表 23-2)。 以 上 基因 中 任 一 基因 
的 功能 丧失 都 导致 复杂 的 多 系统 的 表 型 或 者 肿瘤 发 生 ， 因 为 它 错 误 地 调控 大 量 下 游 基 拓 
的 表达 。 尽 管 尚未 经 证 实 ， 但 是 很 有 可 能 某 些 疾病 归 因 于 反 式 作用 的 非 编码 RNA 的 
BEAR 
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RUBINSTEIN-TAYBI 综合 征 


Rubinstein-Taybi 综合 征 (RSTS, OMIM 180849) 的 特征 包括 智力 迟钝 、 拇 指 和 
脚趾 肥大 、 面 部 畸形 、 先 天 心脏 疾病 以 及 高 肿瘤 发 生 率 。 同 卵 双胞胎 发 病 的 统一 性 及 少 
量 的 母 源 性 遗传 病例 ， 都 暗示 了 Rubinstein-Taybi 综合 征 具有 遗传 学 基础 并 很 可 能 是 常 
染色 体 显 性 遗传 。 在 若干 RSTS 患者 中 发 现 了 16p13. 3 的 细胞 学 异常 (Tommerup et 
al. 1992) 并 被 定位 到 含有 CREB 结合 蛋白 基因 (CREBBP 或 CBP) HER, 
CREBBP 杂 合 突变 体 表 明 CBP 的 单 倍 体 不 足 导 致 RSTS (Petrij et al. 1995), CBP 最 
WREN cAMP- 应 激 性 结合 蛋白 CREB 的 一 个 共 激 活 因 子 。 细 胞 内 CAMP 水 平 增 加 时 ， 
重 日 激酶 A (PKA) 进入 细胞 核 并 磷酸 化 CREB， 从 而 将 其 激活 并 结合 到 cAMP 应 激 
元 件 上 (CRE) (Mayr and Motminy 2001)。CBP 是 一 个 很 大 的 蛋白 ( 约 250 kDa), E 
有 与 被 PKA 磷酸 化 的 CREB 相 结 合 的 bromo 结构 域 (Chrivia et al. 1993), CBP 继而 
通过 乙酰 化 相 邻 核 小 体 的 所 有 四 个 核心 组 蛋白 来 激活 含 CRE 的 启动 子 的 转录 (Ogryz- 
ko et al. 1996) 。CBP 还 通过 其 C 端的 某 个 区 域 与 基本 转录 因子 TFIIB 直接 相互 作用 
(Arias et al. 1994; Kwok et al. 1994) 。 体 外 分 析 一 个 引起 RSTS 的 CBP 错 义 突变 体 
MAR 1378 突变 为 月 氨 酸 )， 发 现 这 一 突变 体 失去 了 CBP 的 组 蛋白 乙酰 转移 酶 
CHAT) 活性 (Murata et al. 2001)。 以 上 数据 以 及 在 小 鼠 中 发 现 CBP 单 倍 体 不 足 导 致 
小 鼠 学 习 和 记忆 能 力 下 降 ， 神 经 细胞 突 触 可 塑性 改变 以 及 组 蛋白 乙酰 化 异常 ， 都 支持 
CBP 乙酰 转移 酶 活性 的 降低 是 导致 RSTS 表 型 的 重要 原因 (Alarcon et al. 2004) 。 与 乙 
酰 转 移 酶 活性 降低 在 疾病 中 所 起 作用 一 致 的 是 ， 最 近 的 研究 发 现 第 二 个 基因 p300 编码 
一 个 高 效 的 乙酰 转移 酶 /转录 共 激 活 因 子 ， 其 突变 也 会 引起 RSTS (Roelfsema et 
al. 2005) 。CBP 汪 人 小 鼠 中 的 某 些 神经 细胞 罕 触 缺陷 以 及 学 习 和 记忆 缺陷 ， 可 被 组 蛋白 
去 乙酰 化 酶 抑制 剂 恢复 (Alarcon et al. 2004) ， 这 提出 了 使 用 此 类 药物 对 RSTS 综合 征 
患者 的 智力 缺陷 进行 治疗 的 可 能 性 。 


表 23-2 ” 反 式 影响 染色 质 结构 的 遗传 疾病 选 列 


疾病 基因 备注 
Rubinstein-Taybi 综合 征 CREBBP, EP300 
Rett 综合 征 MECP2 功能 缺失 或 倍增 ,引起 广泛 的 表 再 
< 地中海 贫 血 症 和 染色 质 连 ATRX 体 细胞 突变 引起 地中海 贫 血 症 和 骨髓 增 
锁 的 智力 发 育 迟 组 生 异 常 综合 征 
ICF 综合 征 : DNMT3B 
Schimke 上 骨髓 免疫 发 育 异常 SMARCALI 
智力 发 育 迟 组 MTHFR 
RETT 综合 征 


Rett AE (RTT, OMIM 312750) 是 显 性 的 X 染色 体 连 锁 的 出 生 后 神经 发 育 率 
乱 ， 其 主要 特征 是 行动 不 正常 、 不 协调 、 壮 病 、 无 意识 的 双手 缠绕 以 及 语言 能 力 下 降 
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(Hagberg et al. 1983), RTT 综合 征 被 划分 为 DSMIV 中 类 似 自 闭 综合 征 (ASD) 的 一 
类 ， 它 与 ASD 有 三 个 主要 的 共同 特征 : 两 者 都 发 生 于 出 生 后 ， 通 常 出 现 于 一 段 看 似 正 
常 的 发 育 阶段 之 后 ; 社交 及 语言 能 力 的 发 展 被 打 断 ;同时 均 伴 有 手 及 手臂 的 异常 特征 性 
移动 方式 (图 23-5a) 。 尽 管 大 多 数 情况 下 (99%) RTT 综合 征 为 偶发 性 ， 但 对 少数 
患 病 家 庭 的 研究 发 现 RTT 综合 征 通过 母系 遗传 ， 表明 RTT 综合 征 具 有 遗传 学 基础 。 
对 这 些 家 族 的 研究 ， 结 合 已 有 的 发 现 即 RIT 综合 征 主要 发 生 于 女性 且 某 些 女性 携带 者 
没有 表 型 ， 提 出 了 RIT 综合 征 是 X 染色 体 连 锁 的 显 性 遗传 疾病 的 假说 。 使 用 排除 法 定 
位 的 策略 ， 发 现 RTT 基因 位 于 Xq27-qter， 对 候选 基因 的 分 析 表 明 编 码 甲 基 化 CpG 结 
合 蛋 白 2 (MECP2) 的 基因 是 致 病 基 因 (Amir et al. , 1999). 

MECP2 基因 突变 是 导致 RTT 综合 征 主 要 原因 的 发 现 ， 为 RTT 综合 征 和 自 闭 综合 
征 间 的 联系 提供 了 分 子 水 平 证 据 。 目 前 已 知 MECP2 突变 在 女性 中 可 以 引起 多 种 表 型 ， 
包括 学 习 障 碍 、 孤 个 型 智力 发 育 迟 缓 、 类 Angelman 综合 征 以 及 ASD 综合 征 。X RE 
体 失 活 (XCD 模式 是 导致 临床 表 型 多 样 性 的 决定 性 分 子 因 素 。 除 少数 下 效 等 位 基因 
外 ， 携 带 MECP2 突变 及 平衡 性 XCI 模式 的 女性 具有 典型 的 RTT RATE. MAA 
妓生 型 等 位 基因 的 不 平衡 性 XCI 模式 的 女性 通常 表 型 较 轻 (Wan et al. 1999; Carney et 
al. , 2003), #24 MECP2 突变 的 男性 比 女性 具有 更 加 广泛 的 表 型 ， 因 为 男性 中 该 基因 
座 处 于 半 合 子 状态 。 导 致 RTT 综合 征 的 突变 通常 引起 新 生 儿 死亡 ， 除 非 该 男性 只 是 这 
种 突变 体 的 授 合 体 或 者 具有 XXY 的 核 型 ， 对 于 后 者 ， 女 性 患者 具有 的 所 有 表 型 也 均 有 
发 现 (Zeev et al. 2000; Neul and Zoghbi 2004), 此 外 ， 在 女性 中 基本 不 导致 表 型 的 下 
Ae, EBSA RR, WIA TIRR. WOR. MP. FINK, M 
极 病 或 精神 分 裂 症 (Meloni et al. 2000; Couvert et al. 2001). 





图 23-5” 顺 式 影响 染色 质 的 遗传 疾病 
(a) 这 张 Rett 综合 征 患 者 的 照片 展示 了 异常 旦 国定 的 手掌 移动 模式 、 磨 牙 以 及 异常 的 姿 
势 。 照 片 由 Daniel G. Glaze 博士 提供 。 (b) KÁ ICF 患者 的 染色 体 显 微 照 片 。 照 片 由 
Timothy H. Bestor, Robert A. Rollins and Deborah Bourc his 博士 提供 。 


MeCP2 因 其 结合 对 称 性 甲 基 化 CpG 双核 苷 酸 的 能 力 而 被 发 现 〈Lewis et al. 1992). 
它们 于 异 染色 质 上 并 作为 一 种 甲 基 化 依赖 性 转录 抑制 因子 Nan et al. 1997), MeCP2 
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通过 其 甲 基 化 CpG 结合 结构 域 与 甲 基 化 DNA 相 结 合并 通过 其 转录 抑制 结构 域 与 共 抑 
制 因 子 Sin3A 和 HDAC 相 结合 。MeCP2 还 与 染色 质 重 塑 复合 物 SWI-SNF 的 一 个 称 为 
Brahma 的 亚 基 相 结 合 (Harikrishnan et al. 2005), 

RTT 综合 征 一 个 耐人寻味 的 特征 是 其 表 型 在 出 生 后 逐渐 出 现 ， 却 没有 神经 退行 性 
病变 的 迹象 。 通 过 对 MeCP2 分 布 及 含量 的 研究 ， 发 现 其 存在 于 成 熟 后 的 神经 元 中 ， 并 
可 能 出 现 于 突 触 形成 后 (Shahbazian et al. 2002a; Kishi and Macklis 2004; Mullaney et 
al. 2004)。 这 样 的 分 布 瞳 示 MeCP2 在 神经 成 熟 并 建立 其 活性 后 ， 对 神经 元 功能 至 关 重 
要 ， 起 着 调节 神经 元 活性 的 作用 。MeCP2 的 部 分 靶 基 因 已 初步 得 到 鉴定 ， 但 这 些 基 因 
中 究竟 是 哪些 导致 了 RTT 综合 征 还 有 待 进一步 研究 (Chen et al. 2003; Martinowich et 
al. 2003; Horike et al. , 2005; Nuber et al. 2005)。 对 RIT 综合 征 患 者 细胞 提取 物 和 站 
失 了 功能 性 MeCP2 的 小 鼠 模 型 的 脑 提取 物 进 行 研 究 ， 发 现 组 重量 乙酰 化 水 平 发 生 了 改 
AB (Wan et al. 2001; Shahbazian et al. 2002b; Kaufmann et al. 2005)。 这 符合 根据 
MeCP2 与 HDAC 的 结合 特性 所 提出 的 MeCP2 可 能 参与 组 蛋白 去 乙酰 化 的 推测 。 有 趣 
的 是 在 小 鼠 或 人 中 MeCP2 含量 的 加 倍 会 导致 比 MeCP2 功能 缺失 更 加 严重 的 表 型 (Col- 
lins et al. 2004; Meins et al. 2005; Van Esch et al. 2005) 。 过 表达 MeCP2 是 否 会 对 其 结 
合 因子 产生 竞争 效应 和 或) 影响 其 靶 基 因 的 表达 还 有 符 明 确 。 为 了 发 现 MeCP2 BF 
在 新 功能 ，Young 和 他 的 同事 发 现 MeCP2 可 以 与 Y 框 结合 蛋白 1 (YB-1) 相互 作用 ， 
该 蛋白 是 一 种 影响 前 切 的 RNA 结合 蛋白 (Young et al. 2005), MeCP2 调节 小 报告 基 
Alay RNA 剪 切 ， 更 重要 的 是 MeCP2 可 能 在 体内 影响 RNA 剪 切 ， 因 为 在 RTT 综合 征 
模型 小 鼠 的 脑 组 织 中 发 生 了 RNA 剪 切 模 式 的 改变 CYoung et al. 2005), MeCP2 对 神 
经 元 特异 性 基因 的 表 观 遗传 调节 以 及 RNA 剪 切 的 重要 作用 ， 可 能 是 RTT 综合 征 及 相 
关 疾 病 中 神经 功能 不 正常 及 重要 发 育 事 件 消失 的 根源 。 


a 地 中 海 贫 血 症 叉 连 锁 的 智力 迟钝 


a 地 中 海 贫 血 症 X 连锁 的 智力 迟钝 《ATRX; OMIM 301040) 的 男性 患者 表现 为 a 
地 中 海 贫血 症 、 中 度 至 严重 的 智力 迟钝 、 面 部 特征 异常 、 了 畸形 小 凑 、 人 骨骼 及 生殖 天 姑 
常 ， 通 常 不 能 行走 。 杂 合子 女性 通常 没有 表 型 。 定 位 于 Xql3 的 ATRX 基因 的 突变 时 
致 该 综合 征 ， 常 伴 有 大 量 其 他 表 型 ， 包 括 各 种 不 同 程度 的 和 连锁 的 智力 迟钝 
(XLMR) ， 重 度 智力 迟钝 (MR) 且 伴 有 抽 搞 的 半身 不 遂 ， 在 骨髓 发 育 不 良 综 合 征 
(ATMDS) 患者 中 因 体 细胞 突变 导致 的 获得 性 a 地 中 海 贫血 症 〈Gibbons et al. 1995, 
2003; Villard et al. 1996; Yntema et al. 2002) 。 ATRX 蛋白 含有 一 个 PHD 锌 指 结合 区 
域 以 及 一 个 SNF 家 族 的 DNA 依赖 性 ATP 酶 。 由 此 ， 并 综合 考虑 到 ARTX -RATE 
缘 粒 周边 异 染色 质 区 域 并 且 与 蜡染 色 质 蛋白 la (HPla〉 相 结合 (McDowell et 
al. 1999) ， 瞳 示 了 它 很 可 能 是 一 个 染色 质 重 塑 蛋白 。ATRX 基因 突变 引起 a REA RIA 
量 下 调 以 及 一 些 高 度 重复 序列 〈 包 括 亚 端 粒 区 重复 序列 ，Y 染色 体 特有 的 卫星 序列 以 及 
大 量 核糖 体 DNA 序列 ) 的 甲 基 化 异常 。 最 近 的 研究 表明 ATRX 基因 对 于 大 脑 皮 层 神 
经 元 的 存活 是 必须 的 ， 这 暗示 了 持续 增加 的 神经 元 丢失 可 能 导致 了 ARTX 突变 患者 的 
严重 智力 迟缓 以 及 痉挛 现象 (Berube et al. 2005), 
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有 趣 的 是 ，ARTX 的 水 平 受到 严格 调控 并 且 无 论 增 加 或 者 减少 ATRX 都 会 引起 重 
要 的 神经 发 育 问 题 。 例 如 ， 有 的 患者 表达 正常 水 平 10%~30%KW ATRX， 但 仍然 具有 
完全 的 ATRX 表 型 ， 尽 管 其 具有 相当 多 的 ATRX (Picketts et al. 1996)。 过 多 的 ATRX 
UERR. ERK ATRX 的 转基因 小 鼠 具 神经 管 发 育 缺 陷 ， 发 育 迟 缓 并 死 于 胚 
ie. FPR) RUA MARR, HMR. RKO 
ATRX 功能 缺失 患者 的 临床 特征 ， 这 意味 着 ATRX 的 水 平 很 可 能 受到 严格 调控 ， 以 使 
含有 ATRX 的 蛋白 复合 物 具 有 正常 的 功能 。 


免疫 缺陷 、 着 丝 粒 区 域 不 稳定 以 及 面部 异常 综合 征 


免疫 缺陷 、 者 丝 粒 区 域 不 稳定 以 及 面部 异常 综合 征 〈ICF，OMIM 242860) 是 一 种 
罕见 的 常 染 色 体 隐 性 染色 体 断 裂 疾 病 。ICF 患者 具有 两 种 固定 的 表 型 一 一 免疫 缺陷 和 细 
胞 学 异常 。 易 变 及 相对 不 明显 的 表 型 包括 颅 面 骨 缺 陷 ， 如 扁平 的 鼻梁 、 内 紫 芳 皮 、 高 额 
头 低 耳 位 、 精 神 运动 迟缓 以 及 肠 道 官能 障碍 (Smeets et al. 1994) 。 免 疫 缺 陷 症 状 通常 
很 严重 ， 并 经 常 因 呼 吸 道 及 骨 肠 道 感染 导致 幼年 期 天 折 。 血 清 中 IgG 含量 的 下 降 是 最 
常见 的 免疫 症状 ，B 细胞 和 全 细胞 的 减少 也 在 某 些 病例 中 有 报道 (Ehrlich 2003)。 根 据 
对 ICF 患者 血细胞 以 及 培养 细胞 (图 23-5b) 的 核 型 分 析 结 果 ， 发 现 细胞 学 异常 主要 影 
啊 1 号 和 16 号 染色 体 ， 少 数 情况 下 9 号 染色 体 也 有 异常 (Tuck-Muller et al. 2000), 

远 在 ICF 综合 征 被 发 现 之 前 ， 就 已 经 发 现 了 1 号 、9 号 以 及 16 号 染色 体 着 丝 粒 周 
边 重复 序列 的 低 甲 基 化 现象 (Jeanpierre et al. 1993)。 这 些 染 色 体 具有 最 大 的 重复 分 布 
于 着 丝 粒 附近 的 典型 卫星 序列 (卫星 2、 卫 星 3)。DNA 甲 基 转移 酶 基因 (DNMT3B) 
的 功能 缺失 突变 导致 ICF 综合 征 的 发 现 ， 为 着 丝 粒 周边 卫星 序列 2 和 3 的 低 甲 基 化 提供 
了 线索 (Hansen et al. 1999; Okano et al. 1999; Xu et al. 1999) 。 然 而 ， 仍 不 清楚 为 什 
么 缺失 一 个 广泛 表达 的 DNA 甲 基 转 移 酶 的 功能 会 选择 性 影响 特定 的 重复 序列 。 一 
能 的 解释 是 DNMT3B 和 /或 其 结合 蛋白 有 着 特定 的 亚 细 胞 水 平分 布 (Bachman et 
al. 2001) 。 另 一 个 可 能 的 解释 是 ， 基 因 组 上 高 密度 的 CpG 重复 序列 ， 如 卫星 序列 2 
(Gowher and Jeltsch 2000) ARERR IPRA SaaS iE D474 重复 序列 (Kondo 
et al. 2000) 对 DNMT3B 的 活性 有 更 高 的 要 求 。 是 否 还 有 其 他 特定 的 序列 也 发 生 低 甲 基 
化 还 有 等 于 进一步 确定 ， 但 可 以 预见 DNA 低 甲 基 化 会 改变 那些 在 颅 面 、 神 经 系统 以 及 
免疫 发 育 中 起 重要 作用 的 基因 的 表达 。 

对 来 源 于 ICF 综合 征 患者 的 成 淋巴 细胞 瘤 细胞 系 的 RNA 与 正常 对 照 进行 基因 表达 
研究 ， 发 现 奋 干 与 淋巴 细胞 成 熟 、 迁 移 、 激 活 以 及 妇 业 相关 的 基因 表达 发 生 了 改变 
(Ehrlich et al. 2001) 。 然 而 ， 不 清楚 的 是 为 什么 DNMT3B 的 缺失 可 以 引起 这 些 基因 的 
失控 ， 因 为 这 些 基 因 局 动 子 的 甲 基 化 模式 并 没有 改变 。 考 虑 到 目前 在 ICF 综合 征 患 者 
当中 只 发 现 了 卫星 DNA 序列 发 生 了 低 甲 基 化 ， 有 假说 认为 某 些 在 ICF 患者 中 表达 发 生 
改变 的 基因 位 于 卫星 DNA 序列 附近 。 这 些 序 列 被 甲 基 化 的 时 候 表 现 为 典型 的 异 梁 色 
质 ， 因 此 在 ICF 患者 中 ， 富 含 卫星 序列 2 和 3 的 异 染 色 质 区 域 的 异常 影响 了 这 些 基因 的 
表达 (Bickmore and van der Maarel 2003), 
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SCHIMKE IMMUNO-OSSEUS 综合 征 


Schimke immuno-osseous 发 育 异 常 综合 征 (SIOD, OMIM 242900) 是 一 种 常 染 色 
体 隐 性 多 系统 的 综合 征 ， 特 征 为 脊柱 以 及 长 骨 末 端 发 育 异常 、 生 长 发 育 缺 陷 、 点 状 或 块 
状 崩 小 球 硬化 导致 的 肾脏 功能 异常 以 及 T 工 细胞 介 导 的 免疫 缺陷 (Schimke et al. 1971; 
Spranger et al. 1991), SIOD 综合 征 是 由 于 SMARCALI (SW1/SNF2-related , matrix 
associated ; actin-dependent regulator of chromatin, sub- family a-likel) 基因 突变 引 
起 的 ，SMARCALI 编码 一 个 被 认为 通过 染色 质 重 塑 调节 转录 活性 的 蛋白 (Boerkoel et 
al. 2002)。 无 意 及 移 码 突变 会 引起 严重 的 表 型 ， 而 某 些 错 义 突 变 只 导致 轻微 的 或 者 部 分 
表 型 (Boerkoel et al. 2002), RUE, —7 BA B 细胞 淋巴 瘤 以 及 SIOD 综合 征 的 患者 被 
发 现在 SMARCAL] 基因 上 有 突变 ， 这 暗示 失去 该 蛋白 的 功能 可 能 导致 致命 的 淋巴 细胞 
HERTE (Taha et al. 2004), SMARCALI 缺失 导致 SIOD 综合 征 表 型 的 确切 机 理 还 有 
竺 于 进一步 党 明 。 


次 甲 基 四 所 叶酸 还 原 酶 缺陷 


次 甲 基 四 和 氢 叶 酸 还 原 酶 (MTHFR) 参与 将 5，10- 次 甲 基 四 和 氧 叶酸 (5, 10- 
MTHF) 转化 为 5- 次 甲 基 四 氢 时 酸 〈5-MTHF) 的 过 程 。 由 同型 半 胱 氨 酸 合成 甲 硫 氨 
酸 所 需 的 甲 基 来 自 于 5-MTHF。 甲 硫 氨 酸 进一步 转化 为 后 腺 苷 甲 硫 氨 酸 (SGAM), WE 
甲 基 化 转移 酶 的 主要 甲 基 供 体 。MTHEFR 的 缺陷 引起 一 种 少见 的 常 染色 体 隐 性 综合 征 ， 
主要 特征 是 智力 迟缓 (Rozen 1996) 。 一 种 常见 的 热 敏 感 多 态 性 (677C —T, BAA 
RREA MAR 5E MTHFR 的 活性 降低 ， 并 且 在 纯 合 子 状态 下 若 食物 中 缺乏 叶酸 
则 常常 伴 有 高 同型 半 胱 氨 酸 血 症 (Goyette et al. 1994) 。 该 多 态 性 还 是 动脉 硬化 ， 神 经 
管 缺 陷 以 及 癌症 的 湾 在 诱因 (Ma et al. 1997; Brattstrom et al. 1998; Chen et al. 1999; 
Botto and Yang 2000; Schwahn and Rozen 2001). MTHFR 缺陷 的 纯 合 子 和 杂 合 子 小 
AAA SAM 含量 及 DNA 甲 基 化 整体 水 平 下 降 的 表 型 。 此 外 ， 纯 合 突变 体 具有 大 动 
脉 脂 沉 积 和 神经 衰退 的 表 型 (Chen et al. 2001)。 伴 随 着 MTHFR 部 分 或 完全 缺失 的 
DNA 甲 基 化 整体 水 平 改变 ， 暗 示 着 某 些 MTHFR 功能 缺失 导致 的 表 型 可 能 因 DNA P 
基 化 水 平 下 降 对 染色 质 发 生 影响 而 造成 。MTHFR 缺陷 兽 有 一 例 被 报道 引起 Angelman 
综合 征 (Arn et al. 1998) ， 而 且 重 度 MTHFR 缺陷 与 AS 和 RTT 综合 征 有 许多 相同 的 
表 型 (Farral-Valevski et al. 2000), 


3.3 上 顺 式 作 用 于 染色 质 结构 的 紊乱 


对 于 遵循 孟 德尔 规律 的 疾病 ， 找 到 其 致 病 基因 的 方式 ， 通 常 是 发 现 发 生 于 外 显 子 或 
前 切 位 点 的 突变 ， 从 而 导致 基因 产物 (RNA 或 蛋白 ) 发 生 改 变 或 者 不 能 产生 。 然 而 对 
于 许多 疾病 ， 总 有 一 些 患 者 ， 尽 管 与 该 致 病 基 因 位 点 连锁 ， 但 对 其 基因 编码 区 及 非 编码 
区 测序 后 发 现 没有 任何 突变 。 顺 式 影响 基因 表达 的 表 观 遗传 或 遗传 异常 ， 日 渐 清晰 地 被 
认为 是 某 些 无 外 显 子 突 变 的 孟 德尔 疾病 病例 的 病因 。 以 下 是 染色 质 结构 的 顺 式 改 变 可 以 
导致 人 类 疾病 的 三 个 例证 R 23-3). 
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表 23-3 上 顺 式 影响 染色 质 结构 的 遗传 疾病 选 列 





疾病 基因 备注 
Ap- 以 及 给 地 中 海 贫血 症 LCR 缺失 引起 珠 蛋 白 表 达 下降 
脆性 入 染色体 综合 征 CCG 重复 序列 的 扩 增 导致 甲 基 化 异 ”前 突变 等 位 基因 (60 一 200)》 
常 以 及 FMRI 基因 沉默 引起 神经 退行 性 疾病 
FSH 营养 不 良 D424 重复 序列 变 短 导致 抑制 态 染 色 质 减少 
LR MLHI 在 生殖 干细胞 内 的 表 观 突变 
ax3B 和 8 地中海 贫 血 症 


地 中 海 贫血 症 是 世界 上 最 普遍 的 单 基 因 疾 病 。 其 病因 各 不 相同 ， 但 均 因 一 条 或 多 条 
珠 重 日 链表 达 下 降 ， 导 致 血红 蛋白 合成 紊乱 。 各 珠 蛋 白 链 合成 的 不 平衡 导致 红血球 生成 
异常 及 重度 贫血 《Weatherall et al. 2001) 。 数 以 百 计 的 编码 和 剪 切 突变 体 已 被 发 现 ， 但 
调节 序列 缺失 的 发 现 指 出 了 染色 质 结构 的 改变 是 如 何 引起 某 些 地 中 海 贫血 症 亚 型 的 。 缺 
A BRE AA LWA 100kb 的 序列 〈 但 该 基因 仍 保持 完整 ) 可 以 导致 a88 地 中 海 贫血 
症 ， 由 此 发 现 了 调控 B 珠 和 蛋白 表达 的 基因 座 控 制 区 域 (locus control region, LCR) 
(Kioussis et al. 1983; Forrester et al. 1990) 。 小 一 些 的 LCR 区 域 序 列 缺 失 可 以 导致 58 
地 中 海 贫血 症 (Curtin et al. 1985; Driscoll et al. 1989) 。 尽 管 这 些 缺 失 序 列 在 B KA 
基因 编码 区 上 游 几 十 kb 处 ， 但 是 这 些 缺 失 会 导致 8B 珠 蛋白 基因 座 的 染色 质 结构 变化 
(Grosveld 1999), 


Were X RE RS HE 


脆性 X 染色 体 智 力 迟 缓 (OMIM 309550) 是 最 常见 的 遗传 性 智力 迟缓 病 之 一 。60 
多 年 以 前 ，Martin 和 Bell 报道 了 一 个 X 染色体 连 锁 的 智力 迟缓 家 系 (Martin and Bell 
1943) 。 在 1969 年 ，Lubes 在 奉 干 智力 迟缓 的 男性 患者 和 一 个 没有 症状 的 女性 上 发 现 叉 
染色 体 长 臂 缩短 了 CLubs 1969) 。 该 染色 体 异 变 被 定位 到 Xq27. 3 并 被 称 为 脆性 X 染色 
{k (Harrison et al. 1983) 。 细 胞 学 研究 ， 尤 其 是 使 用 无 叶酸 和 胸腺 喀 啶 的 培养 基 进 行 的 
人 研究， 揭示 了 X 染色 体 连 锁 的 智力 迟缓 患者 中 的 脆性 位 点 ， 随 后 他 们 在 诊断 上 称 作 脆 
性 X 染色 体 综 合 征 〈Sutherland 1977; Richards et al. 1981) 。 患 病 的 男性 具有 中 度 至 重 
度 的 智力 迟缓 ， 不 正常 的 组 织 肥 大 ， 结 缔 组 织 异 常 ， 如 关节 过 度 延 伸 ， 大 耳 打 (图 23- 
6) (Hagerman et al. 1984)。 导 致 脆性 X 染色 体 综合 征 的 基因 是 FMRI ， 该 基因 编码 
FMRP 和 蛋白 。 导 致 突变 的 最 常见 的 机 制 是 不 稳定 的 非 编 码 CGG 重复 序列 的 扩 增 (War- 
ren and Sherman 2001)。 正 常 等 位 基因 含 6 一 60 个 重复 序列 ， 前 突变 等 位 基因 含 60 一 
200 个 重复 序列 ， 而 完全 突变 等 位 基因 具有 200 个 以 上 的 重复 序列 。 重 复 序列 在 FMRI 
基因 5 非 翻 译 区 的 扩 增 为 染色 质 结构 顺 式 改 变 导 致 基因 紊乱 提供 了 非常 好 的 证 据 。 在 
完全 突变 的 病例 中 ， 由 于 重复 序列 的 扩 增 导致 位 于 FMRI 基因 5 调控 区 域 的 CpG 岛 的 
异常 甲 基 化 《Verkerk et al. 1991)。 有 报道 表明 脆性 X 染色 体 综 合 征 患者 中 该 基因 5 端 
的 组 蛋白 乙酰 化 水 平 较 正 常人 低 〈Coffee et al. 1999) 。 相 应 的 ，DNA 甲 基 化 和 组 蛋白 


表 观 遗传 学 


乙酰 化 模式 的 改变 导致 了 FMRI 基因 失去 表 
达 ， 即 FMRP 在 脆性 X 染色 体 综 合 征 患 者 中 
失去 功能 。 这 样 ， 这 些 患 者 中 有 原 发 性 基因 突 
一 个 有 趣 的 表 观 遗传 机 制 被 用 于 解释 
FMRI 基因 的 CGG 重复 序列 是 如 何 被 甲 基 化 
并 进而 沉默 的。 前 突变 CGG 重复 序列 形成 一 
个 单一 稳定 的 发 卡 结构 (Hanada et al. 2003), 
H rCGG 重复 序列 可 以 被 Dicer 前 切 。 基 于 这 
两 个 发 现 人 们 提出 了 一 种 可 能 ， 扩 增 的 CGG 
重复 序列 (在 发 育 早期 未 被 甲 基 化 ) 可 以 转 
“Sook, FER RNA 形成 发 卡 结构 被 Dicer 剪 切 
产生 小 非 编 码 RNA。 这 些小 RNA 分 子 与 
RNA 诱导 的 转录 沉默 起 始 因 子 〈RITS) WA 
图 23-6 反 式 影响 染色 质 的 遗传 疾病 的 例子 合并 募集 从 头 DNA 甲 基 化 酶 和 组 蛋白 甲 基 化 
这 是 一 个 脆性 六 染 色 体 综合 征 患 者 的 照片 ， 除 智 酶 到 FMRI 基因 的 5' 非 编码 区 ， 导 致 了 CGG 
力 低下 外 ， 典 型 特征 为 显著 的 前 额 和 大 耳 朱 , 图 重复 序列 的 完全 甲 基 化 以 及 在 发 育 过 程 中 
H h Stephen T. Warren 博士 提供 。 FMRI 基因 的 转 录 逐 渐 被 抑 制 (Jin et 
al. 2004a) 。 
FMRP 是 特异 性 RNA ZAHA, ERA 2 KH 结构 域 和 一 个 RGG &. FMRP 
以 RNA 依赖 的 方式 通过 信使 核 蛋 白 部 分 与 多 聚 核糖 体 相 结 合 ， 在 体内 和 体外 均 抑 制 翻 
译 (Laggerbauer et al. 2001; Li et al. 2001)。 结 合 了 mRNA 和 多 聚 核糖 体 的 FMRP 位 
于 树 突 霄 ， 这 为 其 通过 调控 特定 的 蛋白 合成 来 应 答 突 触 的 刺激 提供 了 证 据 (Feng et 
al. 1997; Weiler and Greenough 1999; Brown et al. 2001; Darnell et al. 2001, 2005), 
FMRP 的 潜在 靶 基 因 已 被 发 现 ， 并 被 证 实在 突 触 发 育 中 起 一 定 作 用 ， 且 可 以 部 分 解释 
患者 的 神经 发 育 表 型 (Brown et al. 2001; Darnell et al. 2001), 
若干 研究 认为 RNA 干扰 途径 是 FMRP 调控 翻译 的 主要 机 制 。 果 蝇 脆 性 X 同 源 基 
因 (Dfmrl) 与 Argonaute (AGO?) A RNA 诱导 的 沉默 复合 物 (RISC) 相 结 合 ， 哺 
乳 动 物 FMRP 与 EIF:C2 相互 作用 并 且 结 合 有 Dicer 活性 (Caudy et al. 2002; Ishizuka 
et al. 2002; Jin et al. 2004b) 。 最 流行 的 解释 FMRP 作为 翻译 抑制 因子 的 假说 机 制 是 
FMRP 结合 到 特殊 的 RNA ME, ÆR miRNA 一 起 募集 RISC, 促进 miRNA 和 
mRNA 配 体 间 的 识别 (Jin et al. 2004a), 
脆性 X 染色 体 前 突变 〈60 一 200 ER) 携带 者 患 有 一 种 特殊 的 神经 退行 性 疾病 ， 其 
特征 为 战 条 和 运动 性 共 济 失调 (Hagerman and Hagerman 2004) 。 有 趣 的 是 ， 前 突变 体 
可 能 会 在 RNA 水 平 上 导致 疾病 ， 因 为 他 们 具有 FMRI 的 RNA 和 和 蛋 日 , 。 在 动物 模型 
中 研究 发 现 CGG 重复 序列 编码 的 RNA 会 与 一 些 细胞 内 和 弄 白 结合 并 且 改 变 它们 的 功能 ， 
引起 和 蛋白 的 聚集 (Jin et al. 2003; Willemsen et al. 2003), 





EBE FRR Ake 


6 AE SRK IA 


面 肩 腥 辟 营 养 失调 (FSHD; OMIM 158900) 是 一 种 常 染 色 体 显 性 肌肉 失调 ， 其 特 
征 为 面部 ， 上 辟 以 及 肩膀 的 肌肉 逐渐 萎缩 。 严 重 的 患者 会 失聪 ， 极 少 部 分 的 重度 患 儿 智 
ARABBH AA BA (Mathews 2003), FSHD (FSHD1) 基因 的 主要 基因 座 在 靠 
近 D424 的 4q35 的 亚 端 粒 区 域内 ， 这 是 一 个 富 含 GC 的 3. 3Kb 低 拷 贝 重复 序列 。 这 些 
Be PASAY A IER ALA 11 一 150 个 单位 ， 而 在 FSHD 染色 体 上 为 1~10 
个 单位 《Wijmenga et al. 1992; van Deutekom et al. 1993), D4Z4 末端 的 另 一 种 可 变 卫 
星 重 复 序列 (B-68bp Sau3A) 在 FSHD 综合 征 发 生 中 似乎 起 着 一 定 的 作用 。B 卫星 重复 
序列 的 4qA 变 体 ， 以 及 D4Z4 重复 序列 的 变 短 ， 为 FSDH 综合 征 所 必须 (Lemmers et 
al. 2002), D4Z4 的 变 短 和 4qA B 卫星 重复 序列 究竟 如 何 导致 该 疾病 还 不 清楚 。 含 有 
D4Z4 的 4q35 区 域 与 其 他 亚 端 粒 相 似 ， 具 有 典型 的 异 染 色 质 特征 (Flint et al. 1997; 
Tupler and Gabellini 2004) 。 体 内 和 体外 的 研究 发 现 D4Z4 内 的 一 个 长 为 27bp 的 序列 可 
以 和 D424 抑制 复合 物 (DRC) HAA, DRC 复合 物 包 括 转录 抑制 因子 YY1， 高 泳 动 
性 蛋白 2 CHMGB2) 以 及 核 仁 蛋白 CGabellini et al. 2002). Bickmore, van der 
Maarel, Gabellini 和 他 们 的 同事 推测 由 于 重复 序列 的 变 短 导致 染色 质 状态 的 抑制 性 降 
低 ， 从 而 造成 4q35-q 区 域 的 基因 表达 上 升 (Bickmore and van der Maarel 2003; Tupler 
and Gabellini 2004) 。 与 该 假说 吻合 的 是 FRGI 、FRG2 (FSHD 区 域 基因 1 和 2) 以 及 
ARIS Hee iz fF 1 (ANTI) 在 FSHD 综合 征 患 者 的 肌 细 胞 中 高 表达 (Gabellini et 
al. 2002) 。 当 然 D424 重复 序列 的 变 短 是 直接 还 是 间接 导致 这 些 基 因 的 表达 水 平 变化 以 
及 这 些 基 因 对 于 疾病 的 表 型 有 什么 作用 还 有 待 于 进一步 研究 。 
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在 两 个 患 有 多 种 癌症 的 患者 身上 发 现 了 DNA 错 配 修复 基因 MLHI 的 表 观 突变 
(Suter et al. 2004)。 在 这 两 个 患者 所 有 可 以 检测 的 组 织 上 都 发 现 了 JMLHI 基因 局 动 子 
的 异常 甲 基 化 。 在 肿瘤 组 织 中 ， 敲 除 或 者 丢失 MLH] 杂 合 性 都 会 导致 MLH] 蛋白 的 完 
全 消失 。 两 个 患者 都 患 有 直肠 癌 ; 其 中 一 个 患 有 十 二 指 肠 癌 另 外 一 个 患 有 子宫 内 腊 和 乳 
腺 瘤 以 及 胎记 瘤 。 只 有 当 科研 人 员 开 始 系统 性 寻找 表 观 遗传 突变 时 ， 其 在 人 类 疾病 中 的 
作用 才 会 越 来 越 清 晰 。 | 


3.4 表 观 遗传 与 环境 的 相互 作用 


来 自 于 人 类 和 动物 模型 的 研究 数据 表明 ， 环 境 可 以 影响 表 观 遗传 标记 从 而 影响 基因 
功能 。 同 卵 双胞胎 在 出 生 早期 具有 相似 的 表 观 遗传 型 ， 但 随后 却 在 5- 甲 基 胞 喀 啶 和 组 
蛋白 乙酰 化 的 分 布 和 密度 上 产生 了 明显 的 不 同 。 这 有 力 地 证 明了 表 观 遗传 型 是 亚 稳 态 的 
并 具 时 间 多 样 性 (Fraga et al. 2005) 。 很 可 能 多 种 环境 因素 和 随机 事件 的 参与 导致 了 表 
观 基 因 组 的 多 样 性 (图 23-7) (Anway et al. 2005) ， 但 食物 和 早期 经 历 似 乎 是 决定 性 
因素 。 





图 23-7 表 观 遗传 型 在 和 基因 型 以 及 环境 因素 一 起 共同 决定 表 型 时 起 到 了 至 关 重 要 的 作用 。 
已 知 影响 基因 表达 和 基因 组 稳定 性 的 表 观 遗传 因素 包括 DNA 甲 基 化 、 染 色 质 重 塑 复合 物 、 组 蛋白 共 价 修饰 、 
组 蛋白 变 体 和 非 编码 调节 RNA (ncRNA), 
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许多 报道 都 表明 随 着 年 龄 的 增加 ， 整 体 的 DNA 甲 基 化 水 平 会 下 降 ， 与 此 同时 有 些 
特殊 位 点 也 可 能 高 甲 基 化 (Hoal-van Heden and van Helden 1989; Cooney 1993; 
Rampersaud et al. 2000) 。 考 虑 到 大 量 的 数据 将 DNA 甲 基 化 的 改变 和 瘤 症 的 风险 或 者 
进程 相关 ， 表 观 遗 传 变化 可 能 会 随 着 年 龄 增长 而 提高 患 癌 的 风险 。 在 患 有 尿毒 症 并 且 接 
受 血 液 透 析 的 成 年 男性 患者 中 ， 食 物 对 于 控制 整体 甲 基 化 水 平 的 作用 已 经 被 很 好 地 证 明 
了 。 这 些 患 者 血液 中 的 高 同型 半 胱 氨 酸 暗示 了 低 甲 硫 氨 酸 可 能 是 因 叶 酸 缺 乏 所 致 。 他 们 
的 整体 或 一 些 特殊 位 点 的 DNA 甲 基 化 水 平 都 会 下 降 ， 但 经 高 剂量 的 叶酸 治疗 后 DNA 
甲 基 化 水 平 会 恢复 (Ingrosso et al. 2003), 

因为 由 缺乏 叶酸 及 维生素 B12 导致 的 许多 神经 心理 特征 与 一 些 散发 性 神经 心理 疾 
病 的 特征 相同 ， 由 此 推测 后 者 可 能 是 由 于 中 央 神 经 系统 甲 基 化 模式 变化 而 引起 的 
(Reyolds et al. 1984) 。 在 叶酸 有 效 的 忧郁 症 患 者 中 发 现 低 水 平 的 SAM; 进一步 的 研究 
表明 ， 添 加 SAM 对 于 某 些 忧郁 症 患 者 作为 辅助 治疗 是 有 效 的 〈Bottiglieri et al. 1994) 。 
最 终 ， 尽 管 还 不 知道 孕妇 增加 叶酸 摄 人 是 如 何 降低 胎儿 神经 管 缺 陷 的 概率 ， 但 是 非常 可 
能 的 是 影响 了 表 观 遗传 介 导 的 DNA 和 组 蛋白 甲 基 化 。 在 食物 中 添加 叶酸 ， 维 生 素 B12 
以 及 甜菜 碱 会 改变 agouti viable yellow 小 鼠 子 代 的 表 观 遗传 型 和 表 型 ， 这 也 许 是 尚 有 
待 发 现 的 众多 人 类 和 哺乳 动物 中 例证 中 的 首 例 (Wolff et al. 1998; Waterland and Jirtle 
2003). 


早期 经 历 和 表 观 遗传 型 
目前 为 止 ， 最 好 的 关于 早期 经 历 以 及 母亲 行为 改变 哺乳 动物 的 表 观 遗传 型 的 例子 只 
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ALK RPG. KARRA RE ae BE SAW GR 基因 局 动 子 区 
Jat FA SEAR AS EAE. FA LAB ETD ORR ERIE BR OSD BL, AROSE BS ee Sa EA TE 
GR 基因 的 启动 子 区 域 DNA Heth OES FRE, BSA CRORES EST (Weaver et 
al. 2004) 。 由 于 表 观 遗传 型 的 改变 导致 GR 水 平 的 上 升 影响 了 幼 鼠 应 激 激素 水 平 的 调控 
以 及 终生 的 对 于 压力 的 反应 (Liu et al. 1997; Weaver et al. 2004) 。 尽 管 在 人 类 中 还 没 
有 类 似 的 例证 ， 但 是 越 来 越 多 的 疑问 被 提出 ， 那 就 是 在 人 类 中 早期 经 历 对 于 调节 和 表 观 遗 
传 基因 型 和 导致 精神 疾病 到 底 起 什么 样 的 作用 。 
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在 未 来 十 年 ， 我 们 预计 导致 表 观 遗传 基因 型 改变 的 突变 将 逐渐 地 被 认识 ， 它 们 是 引 
起 各 种 人 类 疾病 的 突变 机 制 。 传 统 上 ， 鉴 定 致 病 基 因 的 主要 手段 是 研究 携带 染色 体 异 常 
的 家 系 ， 进 行 基因 定位 克隆 。 当 前 ， 当 我 们 试图 去 发 现 某 些 更 常见 更 具 破 坏 性 的 疾病 
(如 精神 分 裂 症 、 自 闭 症 以 及 情绪 紊乱 ) 的 病因 时 ， 我 们 面临 严峻 的 挑战 。 因 为 这 些 疾 
病 的 家 系 并 不 常见 ， 遗 传 的 异 质 性 可 能 很 高 。 而 遗传 学 数据 尤其 是 同 卵 双胞胎 不 一 致 的 
比例 并 不 总 支持 简单 明了 的 和 孟 德 尔 遗 传 模型 。 这 些 发 现 ， 再 结合 环境 因素 对 于 某 些 疾病 
的 深远 影响 ， 都 强调 了 在 这 些 疾病 中 研究 表 观 遗传 型 的 重要 性 。 甚 至 单 基因 疾病 ， 如 
Angelman 综合 征 、Beckwith-Wiedemann 综合 征 以 及 Silver-Russell 综合 征 都 可 以 因 基 
因 组 突变 或 因 表 观 遗传 型 突变 而 引起 ， 这 些 突变 既 可 以 是 遗传 的 也 可 以 是 新 形成 的 。 这 
类 分 子 水 平 的 变化 毫 无 疑问 也 将 在 其 他 人 类 疾病 中 出 现 。 更 进一步 来 说 ， 研 究 数据 表明 
许多 涉及 表 观 遗传 调控 的 蛋白 都 受到 严格 调控 ， 因 此 缺失 突变 或 者 基因 倍增 都 会 引起 人 
类 疾病 ， 同 时 还 暗示 着 影响 转录 、RNA 剪接 以 及 蛋白 修饰 的 表 观 遗传 突变 也 会 引起 各 
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1. 癌症 的 生物 学 基础 


癌症 从 根本 上 来 说 是 基因 表达 的 紊乱 ， 使 多 细胞 生物 中 受到 复杂 网 络 调节 的 基因 被 
扰乱 ， 导 致 细胞 生长 不 受 控 制 ， 而 不 顾及 生物 个 体 的 总 体 需 求 。 在 癌症 中 ， 相 关 细 胞 调 
控 途 径 被 扰乱 的 概况 已 经 取得 了 重大 进展 CE 24-1) 。 几 乎 在 所 有 瘤 症 中 ， 都 是 因为 这 
些 有 限 的 细胞 调控 通路 受到 了 影响 并 被 可 继承 地 失 活 ， 这 是 推进 了 本 领域 发 展 的 核心 概 
Æ (Hanahan and Weinberg 2000) 。 直 到 最 近 几 年 ， 焦点 仍 集中 在 癌症 的 遗传 学 基础 ， 
特别 是 因 突 变 导致 的 癌 基 因 激 活 或 抑 瘤 基因 的 沉默 。 然 而 ， 从 20 世纪 90 年 代 中 期 开 
始 ， 越 来 越 多 的 数据 表明 由 表 观 遗传 改变 调控 的 可 继承 的 变化 ， 可 能 也 对 人 类 所 有 癌症 
的 演变 起 至 关 重 要 的 作用 (图 24-1) (Jones and Laird 1999; Jones and Baylin 2002; 
Herman and Baylin 2003)。 这 些 数据 ， 尤其 是 在 癌症 中 显著 改变 的 DNA 和 染色 质 甲 基 
化 模式 ， 为 癌症 的 研究 、 检 测 、 治 疗 及 预防 提供 了 新 的 机 遇 。 


DNA 甲 基 化 
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图 24-1 DNA 甲 基 化 有 关 的 表 观 遗传 改变 可 以 通过 多 种 机 制 引 起 瘤 钙 
DNA UMN ESE CREEL) 导致 基因 组 不 稳定 。 基 因 启 动 子 局 部 高 甲 基 化 可 以 引起 可 继承 的 沉默 并 
使 抑 瘤 基 因 失 活 。 此 外 ， 甲 基 化 CpG 位 点 是 自发 脱 氨 反应 引起 CT 的 突变 的 热点 。 甲 基 化 CpG 位 点 也 可 以 
增加 某 些 化 学 致 痛 剂 与 DNA 的 结合 同时 增加 紫外 诱导 的 突变 几率 。 


表 24-1 在 人 类 瘤 症 中 被 遗传 或 表 观 遗传 机 制 破坏 的 重要 细胞 通路 


通路 遗传 改变 的 例子 表 观 遗传 改变 的 例子 

生长 自足 信和 号 RAS 基因 突变 RASSFIA 基因 甲 基 化 

抗 生 长 信号 的 耐 受 TGFB 受 体 基因 突变 TGF 受 体 下 调 

.组 织 侵 染 和 肿瘤 转移 E-Cadherin 基因 突变 E-Cadherin 基因 启动 子 甲 基 化 

无 限 复 制 潜能 p16 和 R6 基因 突变 通过 启动 子 甲 基 化 沉默 p16 和 Rb 基因 持续 的 血管 生成 
thrombospondin-1 沉默 

规避 凋 亡 加 3 基因 突变 | DAP 激酶 ,ASC/TMSI WR HIC1 P HAE 

DNA 修复 能 力 MLHI 和 MSH2 基因 突变 GST Pi,06-MGMT,MLHI 甲 基 化 

基因 组 稳定 性 的 监测 Chfr 基因 突变 Ch fr 基因 甲 基 化 


蛋白 质 泛 素 化 功能 Ch fr 基因 突变 Ch fr 基因 甲 基 化 
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表 观 遗传 学 


遗传 和 表 观 遗传 异常 可 以 通过 两 种 不 同 的 机 制 引起 自我 平衡 通路 的 可 继承 性 破坏 。 
要 么 使 瘤 基 因 被 激活 ， 要 么 使 抑 瘤 基因 失 活 (Jones and Laird 1999; Hanahan and 
Weinberg 2000; Jones and Baylin 2002; Herman and Baylin 2003)。 例 如 ， 单 个 基因 
CHA) i RAS 基因 的 突变 就 常 在 人 类 癌症 中 被 发 现 ， 这 种 突变 提高 了 促进 生长 的 基 
因 产 物 的 活性 。 这 些 突变 通常 是 显 性 的 并 且 可 导致 冯 症 发 生 。 另 一 方面 ， 抑 瘤 基 因 的 遗 
传 突变 和 表 观 遗传 沉默 则 通常 是 隐 性 的 ， 需 要 两 个 等 位 基因 同时 被 破坏 才能 产生 新 的 表 
型 。Knudson (2001) 提出 在 恶性 肿瘤 细胞 系 中 抑 癌 基因 的 两 个 等 位 基因 都 需要 被 破 
坏 ， 这 一 观点 得 到 了 广泛 的 认可 。 人 们 认识 到 有 三 类 “打击 ”可 以 通过 不 同 的 组 合 形式 
引起 抑 冶 基因 活性 的 完全 消失 。 编码 区 域 的 突变 ， 部 分 或 整个 基因 的 缺失 以 及 表 观 遗传 
沉默 可 以 互相 作用 导致 重要 的 调控 基因 失 活 (图 24-2)。 
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图 24-2 DNA 甲 基 化 如 何 导 致 抑 瘤 基 因 失 活 
两 个 深 色 的 长 方形 代表 抑 癌 基因 的 两 个 活跃 等 位 基因 。 基 因 失 活 的 第 一 步 由 局 部 突变 所 造成 〈 左 ) 或 
由 DNA 甲 基 化 导致 基因 失 活 ( 右 )。 图 示 的 第 二 次 打击 则 来 自 于 杂 合 性 丢失 (LOW) 或 累加 的 表 观 遗 
传 事件 引起 的 基因 失 活 。 这 样 ，DNA 甲 基 化 是 满足 Knudson 假说 的 途径 之 一 。 


2 染色 质 对 于 癌症 的 重要 意义 


尽管 导致 癌症 的 细胞 调控 通路 中 的 核心 分 子 的 损伤 研究 已 经 取得 了 重大 进展 ， 但 是 
病理 学 家 对 样品 的 核 结 构 进 行 镜 检 仍 然 是 癌症 诊断 的 金 标准 。 肉眼 可 以 在 单个 细胞 中 准 
确 的 分 辩 核 结构 (或 者 主要 来 说 是 染色 质 状 态 ) 的 变化 ， 这 是 瘤 症 最 终 的 诊断 标准 。 病 
理学 家 最 初 使 用 的 标准 是 核 的 大 小 、 核 的 形状 、 核 膜 是 否 皱 缩 ， 核 仁 是 否 显著 ， 密 集 的 
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着 色 过 深 的 染色 质 以 及 高 核 质 比 。 在 显微镜 下 清晰 可 见 的 这 些 结构 特征 〈 图 24-3) 可 
能 与 染色 质 功 能 的 深远 改变 有 关 ， 并 且 导 致 了 基因 表达 状态 以 及 染色 体 稳 定性 的 改变 。 
将 这 些 在 显微镜 下 可 观察 到 的 改变 与 本 书 所 讨论 的 分 子 标 记 之 间 联 系 起 来 仍 是 癌症 人 研究 
领域 中 的 一 个 重大 挑战 。 本 章 我 们 将 回顾 表 观 遗传 标记 ， 如 DNACpG $y P if We ie FA 3k 
化 以 及 组 蛋白 修饰 的 改变 ， 这 些 标记 在 癌症 细胞 中 呈 异 常 分 布 。 这 些 标 记 越 来 越 多 地 锌 
联系 到 影响 基因 稳定 和 功能 的 可 继承 事件 中 ， 因 此 对 瘤 症 表 型 的 产生 起 着 重要 作用 。 


正常 皮肤 鳞 状 细胞 冶 





图 24-3 ”癌症 细胞 中 染色 质 结构 的 改变 
这 是 鳞 状 细胞 癌 患 者 皮肤 的 两 张 显 微 照片 。 图 中 对 比 了 与 肿瘤 〈 右 图 ) 与 相 邻 一 厘米 内 的 正常 表 
皮 细胞 〈 左 图 )， 两 图 的 放大 倍数 相同 。 染 色 质 由 于 与 苏 木 精 的 高 亲和力 而 显示 为 紫色 ， 其 在 瘤 
症 细胞 中 比 在 普通 表皮 细胞 中 显得 更 为 粗糙 且 颗 粒 化 。 这 种 染色 质 染 色 特 征 的 改变 被 病理 学 家 用 
来 作为 诊断 癌症 的 标准 。 


许多 染色 质 修饰 活性 在 人 类 癌症 中 的 作用 是 已 知 的 《Wolffe 2001)。 例 如 ，AML 
综合 征 和 PML 综合 征 都 是 由 染色 体 易 位 导致 错误 使 用 组 蛋白 去 乙酰 化 酶 (HDAC) 时 
致 的 。 在 PML 患者 中 ，PML 基因 与 视 黄 酸 受 体 基因 (RAR) 融合 。 该 受 体 募集 组 用 
白 去 乙酰 化 酶 和 DNA 甲 基 化 酶 ， 从 而 导致 转录 失 活 ， 这 已 被 启动 子 实验 的 结果 证 实 。 
这 些 数据 上 暗示 靶 向 性 的 染色 质 改 变 可 能 会 导致 抑 冶 基因 的 沉默 ， 人 参与 阻止 细胞 分 化 《Di 
Croce et al. 2002) 。 在 AML 患者 中 ， 转 录 因 子 AML-1 的 DNA 结合 结构 域 与 一 个 名 为 
ETO 的 蛋白 融合 在 一 起 ，ETO 与 HDAC 相互 作用 。 错 误 的 组 蛋白 去 乙酰 化 抑制 细胞 
分 化 并 导致 错误 的 基因 抑制 最 终 导 致 白血病 (Amann et al. 2001) 。 上 有 目前 只 有 两 个 直接 
证 据 证 明 染 色 质 修饰 参与 癌 基 因 表 型 的 形成 。 然 而 越 来 越 清楚 的 是 染色 质 修饰 可 以 直接 
或 间接 地 改变 胞 喀 啶 甲 基 化 的 模式 ， 这 种 DNA 表 观 遗传 的 改变 可 以 起 始 或 保持 重要 基 
因 处 于 沉默 状态 ， 从 而 导致 在 重要 细胞 通路 中 可 继承 的 变化 。 


3. DNA 甲 基 化 在 癌症 中 的 作用 


除了 4 种 直接 进入 DNA 的 碱 基 外 ， 在 DNA 中 还 含有 5- 甲 基 胞 喀 院 ， 这 一 发 现 很 
快 导致 人 们 提出 了 DNA 甲 基 化 的 改变 可 能 致癌 的 假说 〈 表 24-2)。 在 过 去 的 40 多 年 
E, 许多 研究 都 表明 在 癌 细 胞 和 正常 细胞 中 DNA 5- 甲 基 胞 喀 啶 的 分 布 模式 发 生 了 改 
恋 。 在 这 些 细胞 中 ，CpG 甲 基 化 至 少 通过 三 种 主要 途径 导致 癌 的 表 型 。 这 包括 瘤 基 因 
的 低 甲 基 化 、 抑 瘤 基 因 启 动 子 的 高 甲 基 化 以 及 直接 的 诱 变 (图 24-1) (Jones and Laird 
1999; Jones and Baylin 2002; Herman and Baylin 2003). 尽管 这 些 变化 中 的 任何 一 个 都 
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能 单独 引起 人 的 癌变 ， 但 这 三 种 途径 更 可 能 是 同时 发 生 ， 这 表明 改变 自我 平衡 通路 的 表 
观 遗 传 机 制 对 癌症 发 生起 着 至 关 重 要 的 作用 。 


R 24-2 阐明 癌症 中 DNA 甲 基 化 功能 的 大 事 记 


现象 参考 文献 
“ 甲 基 化 酶 致癌 性 ?假说 Srinivasan and Borekt1964) 
zA PRR PS - EA ek Al a ae ic EF BE Lapeyre and Becker(1979) 


5- 氮 杂 胞 苷 和 SFA el FA Jones and Taylor(1980) 


人 类 肿瘤 中 基因 组 水 平和 特殊 基因 上 甲 基 化 程度 的 降低 Ehrlich et al. (1982); Feinberg and Vogelstein 
(1983); Flatau et al. (1983) 


DNA 甲 基 化 抑制 剂 可 以 改变 恶性 表 型 Frost et al. (1984) 
癌症 中 CpG 岛 的 甲 基 化 Baylin et al. (1987) 
P53 的 突变 热点 是 甲 基 化 CpG 位 点 Rideout et al. (1990) 
视网膜 母 细 胞 瘤 抑制 基因 (CRB) 的 等 位 基因 专 一 性 甲 基 化 Sakai et al. (1991) 
瘤 症 中 基因 印记 的 缺失 Rainier et al. (1993) 
随 年 龄 增加 的 CpG 岛 高 甲 基 化 Issa et al. (1994) 
低 甲 基 化 水 平 的 小 鼠 较 少 发 生 肿瘤 Laird et al. (1995) 


DNA 甲 基 化 抑制 剂 和 组 蛋白 去 乙醚 化 酶 抑制 剂 联合 使 用 导 Suzuki et al. (2002); Yamashita et al. (2002) 
致 快速 鉴定 抑 瘤 基因 


体 细胞 内 DNA 修复 基因 (MLH1) 被 甲 基 化 Gazzoli et al. (2002) 
5- 氨 杂 胞 苷 被 FDA 许可 用 于 将 散发 育 不 良 综合 征 的 治疗 Kaminskas et al. (2005) 


在 瘤 症 细胞 中 ， 最 先知 道 也 最 明显 的 DNA 甲 基 化 模式 变化 是 该 修饰 在 整体 水 平 上 
的 下 降 ， 这 会 导致 基因 组 的 不 稳定 性 〈 见 第 18 章 ) 。 这 是 人 类 瘤 症 的 一 个 非常 著名 的 标 
志 (Feinberg and Vogelstein 1983; Feinberg et al. 1988; Jones and Laird 1999; Jones 
and Baylin 2002; Herman and Baylin 2003)。 最 近 ， 大 量 的 数据 表明 癌症 相关 基因 的 5 
区 CpG 岛 甲 基 化 的 异常 是 转录 沉默 不 可 缺少 的 ， 这 为 抑 癌 基 因 功 能 失 活 提供 了 另外 一 
种 机 制 (Jones and Laird 1999; Jones and Baylin 2002; Herman and Baylin 2003), & 
终 ， 除 了 前 面 提 到 的 胞 喀 啶 甲 基 化 在 基因 组 不 稳定 性 和 基因 沉默 中 的 作用 外 ，5- 甲 基 胞 
喀 啶 自身 的 高 度 不 稳定 性 使 其 成 为 一 种 可 诱 变 因 了 于 。MeCpG 通过 置换 突变 成 为 TpG 可 
以 直接 导致 癌症 Rideout et al. 1990)。 事 实 上 这 些 修饰 在 癌症 中 具有 普遍 性 ， 且 已 知 
具有 直接 的 致癌 作用 ， 因 此 表 观 遗传 变化 也 许 能 够 作为 治疗 的 靶 点 (Egger et 
al. 2004) 。 

DNA 胞 喀 啶 甲 基 化 现在 被 认为 在 人 类 致 冶 过 程 中 起 到 了 重要 作用 。 几 乎 所 有 的 人 
类 基因 在 其 编码 区 都 含有 甲 基 化 的 胞 啼 啶 ， 已 知 有 时 这 些 区 域 对 于 形成 可 引起 疾病 的 突 
变 起 到 了 促进 作用 。 胞 喀 啶 环 上 第 五 位 C 甲 基 化 可 以 提高 双 链 DNA 碱 基 脱 氨基 的 频 
率 。 然 而 ，5- 甲 基 胞 喀 了 喧 的 脱 氨 基 产 物 是 胸腺 喀 啶 而 不 是 尿 喀 是 〈 见 图 3-12)。 随 后 的 
DNA 修复 机 制 对 于 DNA 中 脱 氨基 引起 的 错 配 修复 效率 较 低 。 在 人 类 生殖 系 细胞 中 ， 
甲 基 化 CpG 位 点 导致 了 所 有 置换 突变 的 1/3 WE (Rideout et al. 1990) 。 对 引起 癌症 的 
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基因 也 是 如 此 ， 如 p53 (Rideout et al. 1990) 。 更 让 人 吃惊 的 观察 是 发 现 这 种 机 制 同 样 
会 在 体 细 胞 组 织 内 导致 大 量 的 突变 从 而 导致 抑 癌 基因 失 活 。 例 如 ， 在 散发 性 结肠 直肠 瘤 
中 所 需要 的 四 3 突变 中 ， 有 50%% 发 生 在 甲 基 化 胞 喀 喧 位 点 (Greenblatt et al. 1994) 。 因 
此 ，DNA 甲 基 化 酶 产生 的 甲 基 化 由 于 这 种 内 源 机 制 会 大 大 提高 患 况 的 风险 。 

甲 基 化 胞 喀 喧 被 证 实 更 易 在 DNA ABU CNH PARSE EE) [BIG RB PEM 
Ry. AIP, PLES PSH SASK MAH EPH ALE OE MBE 
加 成 物 ， 从 而 导致 吸烟 者 肺 部 CpG 位 点 的 突变 增加 (Greenblatt et al. 1994; Pfeifer et 
al. 2000)。 有 趣 的 是 ， 在 阳光 暴晒 下 的 皮肤 中 甲 基 化 也 可 以 改变 p53 基因 的 突变 率 
(Greenblat et al. 1994; Pfeifer et al. 2000) 。 这 是 因为 甲 基 基 团 将 胞 喀 啶 的 吸光 光谱 改 
变 ， 进 入 到 了 阳光 的 光谱 范围 ， 所 以 在 皮肤 细胞 中 会 形成 大 量 的 喀 啶 二 聚 体 。 因 此 ， 
DNA 表 观 遗传 修饰 不 仅 可 以 增加 自发 突变 的 形成 ， 同 时 也 可 以 影响 DNA 与 致癌 物质 
和 紫外 线 的 作用 方式 (Pfeifer et al. 2000). 

在 动物 和 人 类 肿瘤 中 很 早 就 发 现 了 DNA 低 甲 基 化 现象 〈 表 24-2), DNA 低 甲 基 化 
会 影响 染色 体 的 稳定 性 并 且 增 加 非 整 倍 性 。 染 色 体 组 的 不 稳定 性 是 癌症 的 标志 性 标记 ， 
DNA 卫星 序列 以 及 其 他 序列 低 甲 基 化 导致 的 染色 体 脆 性 会 通过 增加 基因 组 不 稳定 性 导 
致癌 症 发 生 (Narayan et al. 1998; Gaudet et al. 2003), DNA 低 甲 基 化 异 致 不 稳定 性 的 
确切 机 制 还 不 清楚 ， 但 很 可 能 是 改变 了 DNA 和 和 蛋白 质 的 相互 作用 。 


4. 癌症 中 基因 启动 子 的 高 甲 基 化 


4.1 涉及 的 基因 


抑 癌 基 因 启 动 子 高 甲 基 化 导致 的 癌症 是 研究 最 为 透彻 的 DNA 甲 基 化 导致 瘤 证 的 机 
理 。 确 切 的 高 甲 基 化 导致 癌症 的 机 制 以 下 将 详细 讨论 。 然 而 ， 非 常 清楚 的 是 这 个 重要 的 
途径 会 导致 抑 癌 基 因 可 继承 地 沉默 (Jones and Laird 1999; Jones and Baylin 2002; Her- 
man and Baylin 2003) 。 通 常 ，DNA 高 甲 基 化 发 生 在 富 含 CpG 的 区 域 或 CpG Hh, ee 
区 域 位 于 癌症 细胞 被 异常 沉默 的 基因 的 转录 起 始 位 点 或 其 附近 。 这 对 于 我 们 认识 基因 起 
始 位 点 周边 的 CpG 岛 胞 喀 啶 甲 基 化 的 作用 是 至 关 重要 的 ， 因 为 发 生 在 基因 内 的 相同 的 
DNA 修饰 与 转录 状态 间 没 有 相关 性 Cones 1999), 

受 以 上 原因 被 破坏 转录 的 瘤 症 相关 基因 一 直 在 稳步 增加 。 正 如 以 往 回 顾 的 ， 涉 及 的 
这 些 基 因 存 在 于 所 有 的 染色 体位 点 (Jones and Baylin 2002) 。 事 实 上 ， 在 人 类 肿瘤 中 ， 
发 生 表 观 遗传 改变 的 基因 要 比 常 发 生 突变 的 基因 更 多 。 如 前 所 述 CK 24-1)， 通 过 CpG 
甲 基 化 使 抑 瘤 基 因 功 能 消失 ， 事 实 上 影响 了 所 有 的 已 知 通 路 。 为 了 解 这 些 基 因 对 于 肿瘤 
发 生 进 程 的 重要 性 以 及 在 该 领域 未 来 面临 的 挑战 ， 这 些 基因 可 被 分 成 三 类 。 

第 一 类 基因 包括 被 用 来 定义 启动 子 高 甲 基 化 以 及 基因 沉默 作为 在 癌症 中 使 抑 瘤 基因 
功能 缺失 的 重要 机 理 的 基因 ( 表 24-3) 。 这 些 是 被 承认 的 经 典 的 抑 癌 基 因 ， 当 它们 在 家 
系 的 生殖 系 细胞 中 发 生 罕 变 时 ， 会 引起 可 继承 的 癌症 发 生 (Jones and Laird 1999; 
Jones and Baylin 2002; Herman and Baylin 2003), 它们 在 散发 性 的 癌症 中 也 会 发 生 突 
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变 ， 且 经 常 在 一 个 或 两 个 等 位 基因 上 发 生 高 甲 基 化 (Jones and Laird 1999; Jones and 
Baylin 2002; Herman and Baylin 2003) 。 上 此外， 这 些 基因 启动 子 的 高 甲 基 化 在 Knudson 
的 假说 中 起 到 “第 二 次 打击 ”的 作用 ， 在 家 系 性 的 肿瘤 中 这 通常 与 基因 的 第 二 拷贝 功能 
性 失 活 相关 ， 第 一 次 打击 是 生殖 细胞 内 的 突变 (Grady et al. 2000; Esteller et 
al. 2001b) 。 在 某 些 例子 中 ， 培 养 的 肿瘤 细胞 经 5- 氮 末 胞 苷 诱导 可 重新 激活 这 些 基因 ， 
并 恢复 一 些 重 要 的 抑 癌 基因 在 肿瘤 发 生 过 程 中 丢失 的 功能 。 在 MLH] 基因 沉默 的 直肠 
癌 细 胞 中 错 配 修复 功能 的 恢复 是 一 个 这 样 的 例子 (Herman et al. 1998) 。 


表 24-3 ”各 类 高 甲 基 化 基因 的 发 现 


1. 传统 的 抑 瘤 基因 在 生殖 细胞 系 中 的 突变 可 引起 遗传 性 癌症 (如 VHL, E-485 R E A. pl 6Ink4a, MLH1, APC, 
Stk4, Rb) 

2. 候选 的 抑 痛 基 因 ( 如 FHIT,RASSFIA,06-MGMT,GstPi,GATA4 和 5, DAP 激酶 ) 

3. 通过 高 甲 基 化 随机 筛选 出 的 基因 (HIC-1,SFRP1,2,4,5,BMP-3,SLC5A8,SSI1) 


表 观 遗传 沉默 的 第 二 类 基因 经 体内 功能 实验 被 鉴定 为 候选 的 抑 痛 基 因 ， 但 是 没有 发 
现 它们 有 较 高 的 突变 失 活 频率 。 这 些 基因 也 许可 以 作为 抑 癌 基 因 的 候选 者 ， 因 为 它们 所 
在 的 染色 体位 置 经 常 在 癌症 中 被 删除 E 24-3) 。 具 体 的 例子 包括 肺癌 及 其 他 肿瘤 中 位 
于 染色 质 3p 的 RASFFIA 和 FHIT (Dammann et al. 2000; Burbee et al. 2001). 其 他 
的 则 是 已 知 的 参与 抑制 肿瘤 发 生 通 路 基因 ， 如 促 凋 亡 蛋 白 基 因 或 DAP 激酶 (Katzenel- 
lenbogen et al. 1999) 。 尽 管 这 些 基因 的 启动 子 在 肿瘤 中 常 被 高 甲 基 化 ， 但 是 对 于 癌症 表 
观 遗 传 学 这 个 领域 它们 代表 了 一 类 重要 的 问题 ， 因 为 许多 此 类 基因 极 少 或 者 根本 不 发 生 
突变 。 我 们 需要 去 证 明 这 些 基因 到 底 怎样 导致 了 肿瘤 的 发 生 。 随 后 的 章节 将 会 回 到 这 一 
问题 。 

通过 随机 鉴定 因 启 动 子 高 甲 基 化 导致 的 异常 基因 沉默 发 现 了 第 三 类 基因 (Suzuki et 
al. 2002; Yamashita et al. 2002; Ushijima 2005)。 与 第 二 类 基因 不 同 的 是 ， 这 类 基因 的 
功能 是 未 知 的 ， 所 以 也 就 很 难 确定 这 些 基因 参与 到 癌症 发 生 的 哪些 方面 。 


4.2 ”在 瘤 症 细胞 中 寻找 新 的 表 观 沉默 基因 


寻找 癌 细 胞 中 新 的 表 观 遗传 沉默 基因 的 最 常用 方法 ， 是 鉴定 那些 候选 的 抑 况 基因 是 
和 否 存 在 于 某 些 肿瘤 中 ， 是 否 表 达 量 很 低 或 完全 没有 。 另 一 种 使 用 到 的 方法 是 随机 筛选 痛 
基因 组 中 高 甲 基 化 的 基因 (Toyota et al. 1999; Suzui et al. 2002; Yamashita et al. 2002; 
Ushijima 2005) 。 这 虽然 会 极 大 地 丰富 我 们 关于 癌症 生物 学 的 知识 ， 但 是 也 会 带 来 更 多 
挑战 。 正 如 最 近 的 综述 文章 所 说 ， 每 种 方法 都 有 自己 的 优点 和 缺点 CUshijima 2005). 

若干 方法 均 起 始 于 以 一 种 或 多 种 根据 CpG 位 点 甲 基 化 状态 对 DNA HET AR DA 
的 酶 的 消化 。 为 了 鉴定 可 能 的 甲 基 化 基因 ， 酶 切 产 物 用 二 维 凝 胶 电 瀛 进行 分 析 ， 通 过 随 
机 引物 扩 增 或 差 减 技术 区 分 普通 DNA 和 癌症 DNA 序列 中 的 甲 基 化 的 部 分 。 这 些 技术 
可 以 高 通 量 地 鉴定 高 甲 基 化 的 基因 ， 并 都 增进 了 我 们 对 那些 重要 的 候选 抑 癌 基因 的 认 
识 。 昌 然 ， 鉴 定 出 的 序列 可 能 会 也 可 能 不 会 和 CpG 岛 结 合 在 一 起 ， 但 这 些 CpG BRE 
性 地 定位 于 参与 基因 沉默 的 区 域 。 有 时 在 这 些 进程 的 最 终 产 物 中 常 出 现 高 甲 基 化 的 重复 
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序列 。 因 此 ， 高 甲 基 化 抑 癌 基 因 被 鉴定 的 效率 不 高 ， 旦 很 难 覆 盖 整 个 基因 组 范围 。 

其 他 的 方法 依赖 于 将 基因 组 的 CpG 岛 序列 点 在 微 阵 列 芯 片上 (Chen et al. 2003), 
通常 会 考虑 其 与 基因 起 始 位 点 的 关系 ， 然 后 用 被 甲 基 化 敏感 的 酶 消化 的 DNA 或 cDNA 
《如 采 人 研究 基因 表达 的 话 ) 来 作为 探 针 与 芯片 进行 杂交 。 对 高 甲 基 化 的 抑 癌 基 因 这 一 方 
法 可 能 非常 有 效 ， 但 会 受到 可 被 点 在 芯片 上 的 CpG 岛 的 数量 的 限制 。 

另 一 种 方法 是 用 引起 DNA 去 甲 基 化 的 药物 来 操作 培养 的 肿瘤 细胞 ， 如 5 氮 杂 胞 大 
(5-az) 或 5-20 48-2" 脱氧 胞 苷 〈5-aza-2 -lexytidine)， 用 药物 处 理 前 和 处 理 后 的 细胞 
RNA 与 基因 微 阵 列 芯片 杂交 从 而 发 现 哪 些 基 因 表 达 上 调 (Suzuki et al. 2002; Yamashi- 
ta et al. 2002) 。 这 种 方法 也 许可 以 鉴定 出 每 个 可 培养 的 人 类 癌症 细胞 中 所 有 的 高 甲 基 化 
基因 。 然 页， 药物 去 甲 基 化 活性 以 外 的 导致 基因 表达 变化 的 活性 会 降低 高 甲 基 化 基因 的 
鉴定 效率 。 更 少 被 认识 到 的 是 ， 那 些 处理 前 或 处 理 后 均 低 表达 的 基因 对 芯片 灵敏 性 的 要 
求 是 大 部 分 芯片 所 无 法 达到 的 ， 因 此 会 显著 降低 该 方法 的 效率 (Suzuki et al. 2002) 。 药 
物 处 理 后 使 用 差 减 法 富 集 转录 物 可 以 提高 基因 芯片 方法 的 灵敏 度 (Suzuki et al. 2002), 
但 是 这 必须 使 已 能 覆盖 整个 基因 组 的 芯片 技术 能 适用 于 荧光 标记 。 同 时 使 用 那些 可 以 协 
lal sy DNA 甲 基 化 改变 核 小 体 结构 的 药物 ， 如 组 绰 白 去 乙酰 化 抑制 剂 ， 有 助 于 这 种 
基因 芯片 依赖 的 方法 。 这 个 策略 有 助 于 更 加 特异 性 地 寻找 因 高 甲 基 化 发 生 了 核 小 体 结构 
改变 的 沉默 基因 ， 细 节 将 在 后 续 章 节 详 尽 讨论 。 用 后 一 种 方法 在 直肠 癌 中 鉴定 了 许多 重 
要 的 沉默 基因 (Suzuki et al. 2002). 


4.3 ”确认 癌症 中 高 甲 基 化 基因 的 重要 作用 


在 瘤 症 中 大 量 的 高 甲 基 化 基因 的 发 现 对 于 科学 研究 来 说 是 一 种 巨大 的 挑战 。 基 因 启 
动 子 的 频繁 甲 基 化 本 身 并 不 像 遗传 突变 那样 能 保证 对 该 基因 进行 沉默 。 当 某 些 高 甲 基 化 
基因 并 非 已 知 的 经 典 抑 癌 基因 ， 也 无 证 据 表 明 这 些 基 因 在 肿瘤 细胞 中 会 经 常 发 生 突变 时 
尤其 如 此 。 因 此 ， 该 被 研究 基因 必须 通过 其 编码 蛋白 的 性 质 和 其 与 癌症 的 相关 性 来 确认 
该 基因 表达 缺失 在 功能 上 的 重要 性 。 这 样 的 研究 分 为 许多 不 同 阶段 ， 每 一 步 都 进一步 增 
强 其 在 瘤 症 发 生 中 的 作用 CR 24-4), 

中 是 关于 高 甲 基 化 和 它 对 基因 表达 状态 的 影响 记录 ， 包 括 伴随 基因 启动 子 去 甲 基 化 
基因 的 再 表达 能 力 。 包 高 甲 基 化 和 基因 沉默 的 关系 必须 在 原 代 和 经 培养 的 肿瘤 细胞 中 都 
被 确认 。 鲜 需要 知道 基因 沉默 发 生 在 肿瘤 发 生 的 哪 一 阶段 〈 图 24-4) 。 国 基因 的 功能 缺 
失 对 于 肿瘤 发 生 的 贡献 必须 被 直接 证 明 。 这 可 以 始 于 常规 的 细胞 培养 以 评估 重新 导入 基 
因 对 细胞 功能 的 影响 ， 如 细胞 凋 亡 的 诱导 ， 对 培养 基 上 克隆 形成 的 影响 以 及 在 裸 鼠 中 异 
种 移植 细胞 对 肿瘤 形成 的 影响 。 虽 编码 蛋白 的 功能 必须 被 建立 ， 或 者 通过 以 往 的 此 类 相 
关 和 蛋 日 的 知识 ,或 者 通过 由 和 蛋 晶 质 结构 暗示 的 某 种 功能 ， 或 者 通过 在 细胞 培养 模型 中 研 
究 该 重 白 的 生物 学 功能 。@@ 最 终 必 须 实 现 用 转基因 贡 除 技术 去 确认 该 基因 具有 卸 痛 基因 
功能 并 了 解 编码 蛋白 在 发 育 以 及 成 体 细胞 更 新 中 的 作用 。 通 过 对 瘤 细 胞 整个 基因 组 范围 
的 筛选 发 生 杂 合 性 丢失 (LOW) 基因 发 现 了 HIC] 基因 ， 之 后 对 基因 敲 除 小 鼠 的 研究 
直接 证 明了 HIC] 具有 抑 癌 基因 的 功能 CW. Y. Chen et al. 2003, 2004), XEHE iR, 
尤其 是 第 六 步 ， 揭 示 了 在 癌症 中 发 现 表 观 遗传 沉默 基因 的 价值 ， 但 为 本 领域 研究 者 提供 
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第 23 章 ) 和 基因 沉默 被 证 明 对 于 癌症 发 生 最 早期 阶段 极为 重要 ， 

LOI 涉及 在 肿瘤 形成 过 程 中 沉默 的 印记 等 位 基因 激活 的 进程 ， 因 此 该 基因 出 现 双 等 
位 基因 表达 并 产生 过 量 基因 产物 (Rainier et al. 1993) 。 研 究 最 为 透彻 的 是 在 直肠 肿瘤 
中 的 IGF? 基因 (Kaneda and Feinberg 2005) 。 在 这 个 例子 中 ， 位 于 染色 体 lip 上 的 印 
记 基 因 H19 启动 子 高 甲 基 化 会 导致 一 种 复杂 的 染色 质 调控 进程 ( 见 第 19 章 )， 从 而 异 
常 地 激活 沉默 的 IGF2 基因 (Kaneda and Feinberg 2005), IGF 的 双 等 位 基因 表达 会 
于 致 大 量 的 生长 因子 IGF? 组 白 的 产生 。 实 验证 据 表明 这 在 直肠 癌 形 成 的 最 早期 阶段 可 
能 起 到 一 定 作 用 (Kaneda and Feinberg 2005; Sakatani et al. 2005)。 事 实 上 ， 最 近 的 小 
鼠 模 型 研究 瞳 示 单独 的 LOT 事件 也 许 就 足以 起 始 肿 瘤 发 生 (Hlom et al. 2005), 

第 二 常见 的 肿瘤 发 生 转 化 是 表 观 遗传 导致 的 基因 沉默 ， 发 生 在 癌症 早期 阶段 。 这 与 
细胞 受 胁 迫 和 暴露 于 疾病 发 生 状 态 有 紧密 联系 。 涉 及 的 基因 常 参与 受 胁迫 的 细胞 在 
DNA 损伤 或 慢性 伤害 中 存活 下 来 ， 然 后 像 干细胞 /前 体 细胞 一 样 无 性 扩 增 ， 继 而 倾向 于 
发 生 后 续 的 表 观 遗传 和 遗传 事件 以 促进 肿瘤 的 形成 (图 24-5) 。 第 一 个 证 明 这 类 参与 的 
证 据 来 源 于 一 些 经 典 的 抑 瘤 基因 的 数据 ， 这 些 基 因 在 人 类 癌症 中 要 么 发 生 突变 要 么 被 表 
观 遗 传 沉默 。 例 如 ，p16 ink4a 的 表 观 遗传 沉默 很 早 就 出 现 于 恶变 前 细胞 ， 在 肿瘤 (如 
AE) 形成 前 的 早期 变化 中 (Belinsky et al. 1998) 以 及 某 些 妇女 正常 乳房 的 少量 乳腺 
增生 表皮 细胞 中 (Holst et al. 2003)。 对 于 在 实验 环境 中 细胞 培养 液 内 (培养 四 中 〉 生 
长 的 正常 人 类 乳腺 表皮 细胞 ，p16 基因 的 沉默 是 细胞 转化 早期 步骤 的 前 提 (Kiyono et 
al. 1998; Romanov et al. 2001) 。 该 基因 的 功能 缺失 会 导致 一 部 分 乳腺 细胞 不 能 进入 澜 
亡 检 查 点 ， 当 它们 继续 增殖 时 ， 这 些 细胞 的 染色 质 异 常 进一步 增加 并 表达 端 粒 酶 。 

第 二 个 有 关 错 配 修复 基因 的 例子 是 MLHI 基因 。 该 基因 在 易 患 有 某 型 直肠 瘤 的 家 
系 成 员 的 生殖 系 细胞 中 有 突变 ， 这 种 况 症 伴随 着 多 种 遗传 变化 并 被 称 为 微 卫 星 脆性 表 型 
(Liu et al. 1995)。 然 而 ，10% ~15% 的 非 家 族 性 直肠 癌 患 者 也 具有 这 种 表 型 ， 并 且 这 
些 瘤 钙 患 者 大 部 分 发 生 非 突 变 MLH] 基因 的 表 观 遗传 沉默 (Herman et al. 1998; Veigl 
et al. 1998) 。 在 培养 的 细胞 中 ， 重 新 表达 沉默 的 MLH 基因 会 导致 有 功能 的 蛋白 重新 
出 现 从 而 恢复 相当 部 分 的 损伤 错 配 修复 (Herman et al. 1998), 

最 近 ， 一 个 检查 点 调节 基因 Chfr 同时 还 调控 着 另 一 种 基因 组 的 完整 性 ， 即 染色 体 
稳定 性 和 正确 的 倍 性 ， 该 蛋 日 在 肿瘤 中 会 发 生 突 变 但 是 更 多 的 是 被 表 观 遗 传 沉默 ， 这 发 
生 于 肺癌 及 其 他 瘤 症 中 ， 尤 其 的 是 发 生 于 直肠 瘤 的 早期 阶段 (Mizuno et al. 2002)。 小 
鼠 基 因 项 除 研 究 揭 示 了 其 抑 癌 基因 功能 ， 它 主要 是 通过 作为 一 个 E3 泛 素 连接 酶 来 调节 
一 个 有 丝 分 裂 调节 基因 Aurora A。 从 痪 除 小 鼠 获得 的 胚胎 细胞 染色 体 不 稳定 并 且 易 发 
生 转 化 。 

因为 瘤 症 中 高 甲 基 化 基因 的 名 单 越 来 越 长 ， 癌 症 形 成 早期 的 重要 沉默 事件 也 被 用 来 
定义 抑 瘤 基 因 的 候选 者 ， 这 些 基因 通常 没有 突变 只 是 发 生 表 观 遗传 改变 。 例 如 ，DNA 
修复 基因 ，GOi-MGMT ， 在 直肠 痛 形 成 早期 发 生 沉默 (Esteller et al. 2001a) ， 该 基因 的 
功能 缺失 使 鸟 坚 叭 的 烷 基 化 更 易 被 保留 下 来 ， 从 而 发 生 G 一 ~A 的 突变 。 事 实 上 ， 该 
基因 的 沉默 发 生 在 直肠 息肉 恶化 成 肿瘤 之 前 ， 就 在 稍 后 的 肿瘤 形成 期 P53 和 RAS RE 
大 量 突 变 之 前 (Esteller et al. 2001a; Wolf et al. 2001)。 相 似 的 ， 把 细胞 放 人 一 种 氧化 
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图 24-5” 表 观 遗 传 基 因 沉 默 事 件 和 肿瘤 发 生 

肿瘤 发 生 最 早 的 一 步 被 称 为 异常 的 克隆 扩 增 ， 这 缘起 细胞 自我 更 新 的 胁迫 。 可 以 由 多 种 因素 引起 ， 如 误 
老 、 慢 性 损伤 和 炎症 。 这 些 细胞 克隆 具有 高 风险 ， 随 后 会 发 生 导致 肿瘤 发 生 的 遗传 或 表 观 遗传 事件 。 对 
于 从 成 体 细胞 自我 更 新 系统 中 诱导 干细胞 或 前 体 细胞 形成 异常 的 克隆 扩 增 ， 在 许多 情况 下 ， 其 最 早期 的 
可 继承 因素 ， 可 能 是 异常 的 表 观 遗传 事件 ， 如 本 章 所 关注 的 异常 基因 沉默 。 基 因 沉 默 由 抑制 转录 的 组 蛋 
白 修饰 引起 ， 文 中 所 讨论 的 染色 质 上 的 DNA 高 甲 基 化 则 作为 一 个 牢固 的 锁 ， 使 这 种 沉默 可 以 被 稳定 继 
承 。 反 过 来 ， 基 因 沉 默 也 破坏 正常 的 细胞 内 环境 ， 从 而 阻止 干细胞 和 前 体 细 胞 沿 正常 的 分 化 途径 分 化 为 
表皮 细胞 ， 形 成 异常 的 克隆 扩 增 。 


破坏 腺 嗓 哈 的 环境 中 ， 在 几乎 所 有 会 导致 前 列 腺 癌 的 癌变 前 损伤 中 ，GSTPi 基因 都 会 
发 生 沉 默 (Lee et al. 1994), 

第 三 类 沉默 的 基因 是 通过 随机 筛选 癌 细 胞 基因 组 中 表 观 遗传 沉默 的 基因 时 发 现 的 。 
这 同样 也 对 我 们 理解 癌症 早期 表 观 遗传 沉默 的 作用 作出 了 重要 贡献 。 一 种 特殊 而 有 趣 的 
现象 发 生 在 直肠 瘤 形 成 过 程 中 : 早期 通过 芯片 方法 研究 发 现 ， 表 观 遗 传 性 功能 缺失 发 生 
在 一 个 基因 家 族 中 (Suzuki et al. 2002) ， 该 基因 家 族 可 以 早期 异常 地 激活 疾病 发 生发 展 
的 通路 。 分 泥 卷 曲 相 关 和 蛋白 基因 (secreted frizzled related proteins SFRP) (Suzuki et 
al. 2004) 的 转录 失 活 消除 了 Wot 配 体 与 其 膜 受 体 相互 作用 的 持 抗 信号 (Finch et 
al. 1997) 。 此 失 活 与 Wnt 介 导 的 全 细胞 水 平 上 的 B-catenin 的 上 调 有 关 ， 尤 其 是 因为 核 
内 这 个 转录 因子 的 数量 和 活性 的 增加 (Suzuki et al. 2004) 。 这 种 转录 是 Wnt 通路 活性 
增加 的 主要 特征 (Morin et al. 1997; Gregorieff and Clevers 2005)。 最 重要 的 是 ，SFRP 
沉默 发 生 在 可 能 引起 直肠 瘤 的 非常 早期 的 损伤 中 ， 并 且 在 Wot 通路 下 游 蛋 日 发 生 突 变 
以 前 ， 会 导致 核 内 的 B-catenin 激活 (Morin et al. 1997; Gregorieff and Clevers 2005), 
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因此 ， 表 观 遗 传 事件 早期 激活 的 Wot 通路 稳定 地 保证 了 细胞 的 扩 增 ， 和 更 易于 激活 突 
变 事 件 所 需要 的 通路 。 维 持 表 观 遗 传 的 改变 ， 通 过 Wot 通路 诱导 的 细胞 内 8-catenin 的 
上 调 ; 维持 遗传 的 改变 ， 通 过 破坏 降解 B-catenin 的 蛋白 复合 物 和 激活 Wot 突变 来 实 
现 。 这 两 方面 互相 补充 从 而 导致 疾病 的 发 生 (Suzuki et al. 2004), 

此 类 基因 的 另 一 个 例子 是 HIC] (hypermeth ylated-in-canceer 1)， 该 基因 编码 一 
个 锌 指 转 录 抑 制 因子 。HIC1 基因 是 通过 在 瘤 细胞 染色 体 缺 失 热 点 区 域 中 随机 筛选 高 
甲 基 化 CpG 岛 而 发 现 的 《Wales et al. 1995) 。 该 基因 在 癌症 形成 早期 阶段 就 被 沉默 但 
没有 发 生 突 变 ， 它 在 小 鼠 敲 除 模 型 中 被 证 明 是 抑 癌 基 因 CW. Y. Chen et al. 2003, 
2004) 。 它 通过 功能 缺失 部 分 互补 p53 突变 体 ， 上 调 SIRT1 的 表达 (Chen et al. 2005), 
SIRT1 是 一 种 重要 的 感受 细胞 胁迫 并 促进 干细胞 /前 体 细胞 生长 的 和 蛋白质 (Howitz et 
al. 2003; Nemoto et al. 2004; Kuzmichev et al. 2005), 

根据 以 上 讨论 的 数据 得 出 了 图 24-4 所 描绘 的 主要 假说 。 这 暗示 了 在 癌症 演化 中 某 
些 最 早 发 生 的 可 继承 变化 可 能 是 表 观 遗传 变化 ， 这 通常 涉及 通过 启动 子 DNA 甲 基 化 来 
维持 的 严格 的 基因 转录 水 平 沉默 。 进一步 理 解 这 些 情 况 所 过 到 的 挑战 是 要 把 在 痛 症 中 研 
究 表 观 遗传 变化 遇 到 的 问题 整合 起 来 R 24-5)， 更 多 讨论 将 在 下 文 进行 。 解 决 这 些 挑 
战 ， 尤 其 是 理解 表 观 遗传 变化 对 肿瘤 发 生 最 早期 的 贡献 ， 可 能 会 极 大 地 丰富 预防 或 早期 
干预 瘤 症 发 生 的 分 子 生 物 学 手段 。 
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1. 同一 个 肿瘤 细胞 中 DNA 甲 基 化 的 获得 和 丢失 同时 发 生 , 它们 之 间 的 联系 有 待 阐明 。 
那些 将 转录 活性 区 域 和 沉默 区 域 分 开 的 边界 元 件 的 分 子 本 质 以 及 它们 在 肿瘤 发 生 过 程 中 的 变化 是 怎样 的 ? 它 
们 怎么 阻止 蜡染 色 质 的 蔓延 ? 是 关键 的 组 蛋白 修饰 ,还 是 绝缘 子 结构 ,或 是 染色 质 重建 蛋白 担 起 了 这 项 重任 。 
癌症 进程 中 组 蛋白 修饰 .DNA 甲 基 化 及 基因 沉默 的 顺序 是 怎样 的 ? 哪 种 酶 或 蛋白 复合 体 是 首当其冲 的 ? 
对 那些 稳定 的 基因 沉默 来 说 ,哪些 甲 基 化 酶 对 从 头 甲 基 化 和 甲 基 化 维持 是 特异 的 ? 哪些 蛋白 复合 体 参 与 其 中 
或 和 组 蛋白 密码 的 关键 组 分 工作 ? 

. 染色 质 和 DNA 甲 基 化 机 制 的 全 景 是 怎样 的 ?它们 各 部 分 的 对 沉默 的 重要 性 如 何 ? 它们 怎么 样 从 沉默 中 恢复 ? 


by 


on 


6. 分 子 水 平 剖析 表 观 遗传 沉默 的 癌症 基因 


在 癌 细 胞 中 沉默 的 基因 对 于 我 们 理解 瘤 症 的 发 生 和 维持 是 非常 重要 的 。 它 们 也 是 一 
些 很 好 的 模型 ， 使 我 们 能 理解 基因 沉默 是 如 何 建立 和 维持 的 以 及 哺乳 动物 基因 组 是 如 何 
将 转录 区 域 包装 起 来 并 抑制 转录 的 。 本 书 多 个 章节 所 强调 的 对 染色 质 功能 的 理解 ， 将 促 
进 我 们 理解 对 是 什么 启动 了 瘤 症 中 基因 的 异常 沉默 以 及 这 些 沉默 的 组 件 是 如 何 维持 其 转 
录 抑 制 的 。 

许多 实验 室 的 工作 对 于 我 们 理解 在 癌症 细胞 中 沉默 基因 启动 子 的 高 甲 基 化 CpG 岛 
附近 的 染色 质 状 态 做 出 了 很 大 的 贡献 。 这 些 研究 同时 也 强调 了 这 些 基 因 周 围 的 染色 质 与 
在 其 具有 本 底 表 达 水 平时 有 什么 差异 。 在 正常 细胞 中 或 瘤 症 细胞 中 转录 设 有 被 抑制 的 基 
因 ， 都 在 未 甲 基 化 的 CpG 岛 内 有 一 个 染色 质 开 放 区 域 ， 其 核 小 体 具有 不 规则 的 间距 ， 
可 以 检测 到 一 些 核酸 酶 超 敏 感 位 点 ， 并 且 其 重要 的 组 蛋 日 位 点 会 发 生活 牙 基 因 特 异 性 的 
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FH CpG 岛 位 于 某 种 被 “保护 ”的 区 域 ,， 或 者 说 不 被 染色 质 抑制 性 标记 和 DNA 甲 基 
化 所 靶 定 (Nguyen et al. 2001; Fahrner et al. 2002; Kondo et al. 2003). 与 这 些 概念 类 
似 的 是 分 子 “ 边 界 ” 存 在 于 表达 基因 CpG 岛 启动 子 的 5' 和 3/ 分 界线 上 。 一 个 主要 的 问 
题 是 准确 定义 这 些 边 界 的 本 质 。 目 前 ， 候 选 者 是 标记 了 启动 子 被 保护 区 域 的 组 蛋白 修饰 
本 身 ， 直 接 支持 转录 激活 的 转录 激活 因子 和 共 激 活 因子 复合 物 ， 完 成 核 小 体 置 人 和 
(或 ) 移动 ， 从 而 可 能 将 基因 为 标记 为 活跃 状态 的 蛋白 质 复合 物 〈 如 核 小 体重 塑 复 合 
物 ) 。 这 些 可 能 会 促进 转录 激活 复合 物 的 接近 ， 以 支持 转录 激活 的 组 蛋白 变 体 如 H3. 3 
(第 13 章 ) 替换 常规 组 蛋白 ， 以 及 绝缘 子 蛋 白 复合 物 及 其 识别 序列 的 行为 。 以 上 一 个 或 
多 个 候选 进程 是 如 何 使 活跃 基因 启动 子 所 处 的 未 甲 基 化 CpG 岛 周 边 染 色 质 维持 于 有 利 
转录 的 环境 的 研究 ， 使 得 癌症 中 沉默 的 基因 成 为 我 们 理解 哺乳 动物 基因 组 中 基因 的 表达 
调控 的 良好 模型 。 

在 肿瘤 发 生 过 程 中 ， 启 动 子 CpG 岛 的 转录 激活 型 染色 质 结 构 被 转变 的 方式 仍然 有 
许多 问题 ， 对 这 种 转变 的 解析 是 瘤 症 表 观 遗传 领域 最 重要 的 挑战 之 一 。 如 前 文 所 述 ， 异 
常 的 基因 启动 子 CpG 岛 甲 基 化 及 其 伴随 的 基因 沉默 ， 通 常 出 现在 癌症 发 生 的 非常 早期 
阶段 和 恶变 前 阶段 。 使 得 理解 这 些 因子 对 于 我 们 关于 瘤 症 生物 学 的 认识 可 能 具有 非常 重 
要 的 意义 。 这 同时 也 提供 了 新 的 可 能 性 以 评估 瘤 症 风险 因子 ， 促 进 瘤 症 早期 诊断 以 及 考 
虑 新 的 瘤 证 预防 和 早期 干预 措施 。 

本 章 后 文 还 将 继续 讨论 这 一 问题 ， 无 论 涉及 怎样 的 精细 机 制 ， 最 终 的 结果 是 在 肿瘤 
发 生 过 程 中 ， 用 于 维持 启动 子 CpG 岛 区 域 免 遭 抑制 性 染色 质 从 5 和 3 边界 侵入 的 机 制 
“失效 ”了 。 绪 果 就 将 启动 子 的 转录 开放 模式 转变 为 一 种 关闭 模式 ， 它 有 紧密 的 核 小 体 
并 且 失 去 了 核酸 酶 超 敏 位 点 ， 还 出 现 组 蛋白 去 乙酰 化 和 甲 基 化 等 多 种 转录 抑制 性 染色 质 
的 特征 (图 24-6) 。 所 有 这 些 事件 的 等 级 ， 或 者 说 哪个 事件 是 维持 这 种 抑制 的 最 重要 因 
素 ， 仍 有 待 确定 。 然 而， 通过 多 基因 分 析 发 现 的 最 重要 的 特征 是 ， 无 论 DNA PALE 
起 始 和 “或 ) 维持 基因 沉默 中 起 的 作用 是 什么 ， 一 且 被 建立 ， 它 对 于 转录 抑制 状态 的 继 
承 性 起 着 主导 性 作用 。 因 此 ， 通 过 专 一 性 药物 来 抑制 组 蛋白 去 乙酰 化 并 不 能 导致 那些 启 
动 子 CpG 岛 高 甲 基 化 的 基因 重新 被 表达 。 然 而 ， 先 用 少量 去 甲 基 化 药物 如 5 -脱氧 氮 杂 
WE DAO 处 理 ， 则 组 蛋白 去 乙酰 化 酶 具有 累加 性 或 协同 性 作用 ， 引 起 沉默 基因 的 
重新 表达 (Cameron et al. 1998; Suzuki et al. 2002) 。 这 个 例子 ， 结 合 芯 片 分 析 寻 找 重 
新 表达 的 沉默 基因 ， 已 经 证 明 对 寻找 癌症 中 新 的 表 观 遗传 沉默 基因 非常 有 用 〈Suzuki et 
al. 2002) 。 同 样 的 ， 伴 随 着 DAC 处 理 的 基因 重新 表达 会 导致 表 观 遗传 沉默 的 癌 基 因 启 
动 子 区 域内 捉 制 性 组 蛋白 甲 基 化 标记 的 去 除 (Nguyen et al. 2001; Fahrner et al. 2002; 
Kondo et al. 2003) 。 在 这 个 意义 上 ，DNA 甲 基 化 可 能 作为 一 个 “ 锁 ” 来 稳定 瘤 症 基 因 
的 表 观 遗传 沉默 并 保证 基因 功能 性 缺失 被 稳定 继承 (E 24-6) 。 

另 一 个 在 瘤 症 基因 的 表 观 遗传 沉默 领域 内 的 重要 问题 是 哪些 DNA 甲 基 化 酶 负责 建 
立 和 维持 与 这 个 进程 相关 的 启动 子 DNA 异常 甲 基 化 。 目 前 的 数据 上 暗示 这 些 步骤 可 能 是 
通过 与 经 典 的 在 小 鼠 发 育 研 究 中 建立 的 不 同 的 Domt 的 作用 而 实现 的 。 在 小 鼠 发 育 中 ， 
通过 研究 三 种 已 知 具 有 生物 学 活性 的 DNA 甲 基 化 转移 酶 的 基因 敲 除 小 鼠 得 知 ，Dn- 
mt3a 以 及 Dnmt3b 负责 甲 基 化 的 建立 〈 从 头 DNA 甲 基 化 ) ， 而 Dnmtl 则 负责 维持 已 建 
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立 的 模式 (维持 性 DNA 甲 基 化 ) (Li et al. 1992; 详 见 第 18 章 )。 然 而 ， 直 肠 癌 细 胞 培 
FH, ER DNMT 基因 的 研究 暗示 总 体 DNA 甲 基 化 主要 部 分 的 维持 ， 包 括 启动 子 高 
甲 基 化 及 其 引起 的 基因 沉默 ， 同 时 需要 DNMT1 和 DNMT3b 的 参与 (Rhee et al. 2000, 
2002) 。 对 其 他 癌症 细胞 的 研究 产生 了 更 多 不 同 的 结果 ， 从 这 两 种 酶 具有 某 种 程度 的 相 
互 作用 以 维持 甲 基 化 ， 但 DNMT1 单独 下 调 就 会 导致 基因 去 甲 基 化 并 且 重 新 激活 转录 
(Leu et al. 2003) 。 因 此 ， 关 于 DNMT 如 何在 癌 证 细胞 中 建立 和 维持 异常 的 DNA 甲 基 
化 模式 仍 需要 进一步 研究 。 特 别 是 ， 我 们 需要 澄清 这 些 酶 与 哪些 复合 物 相 互 作 用 以 及 它 
们 的 基因 启动 子 靶 向 性 的 机 制 。 最 近 许 多 的 研究 暗示 转录 抑制 复合 物 对 于 这 种 募集 是 至 
关 重 要 的 (Di Corce et al. 2002; Fuks et al. 2003; Brenner et al. 2005) 。 无 论 什 么 机 制 
参与 其 中 ， 我 们 必须 记 住 ， 实 验 上 ， 哺 乳 动物 的 DNMT 具有 复杂 的 功能 ， 其 不 仅 包 全 
来 自 C 端的 DNA 甲 基 化 活性 ， 还 同时 带 有 来 自 N 端的 直接 转录 抑制 活性 〈 见 图 18-3) 
(Robertson et al. 2000; Rountree et al. 2000; Fuks et al. 2001) 。 这 些 酶 也 可 以 结合 或 者 
潜在 的 募集 重要 的 转录 抑制 因子 ， 包括 组 蛋白 去 乙酰 化 酶 和 甲 基 化 胞 喀 啶 结合 蛋白 
(MBD)。 因 此 ，DNMT 的 功能 在 转录 沉默 中 可 能 具有 多 面 性 ， 从 起 始 到 维持 ， 可 能 参 
与 也 可 能 不 参与 DNA 甲 基 化 。 瘤 症 中 的 基因 沉默 对 于 解决 这 些 可 能 性 将 是 一 种 重要 的 
模式 。 | 


1 概述 癌症 中 表现 遗传 基因 沉默 的 主要 研究 方向 


从 以 上 讨论 中 ,我 们 已 经 了 解 了 很 多 在 肿瘤 发 生 过 程 中 导致 启动 子 DNA 甲 基 化 和 
基因 沉默 的 分 子 事件 ， 但 是 还 有 更 多 的 事件 有 竺 阐明。 表 24-5 总 结 了 未 来 研究 必须 解 
决 的 ， 至 少 是 一 部 分 最 重要 问题 。@ 决 定 整体 水 平 DNA 低 甲 基 化 和 许多 局 部 启动 子 
DNA 高 甲 基 化 的 分 子 事件 。 这 种 共存 状态 暗示 在 瘤 症 细胞 中 存在 染色 质 的 一 种 广泛 的 
靶 向 错误 。 对 此 的 病理 学 研究 应 该 会 指明 哺乳 动物 细胞 是 如 何 为 正确 的 基因 表达 模式 进 
行 基因 组 包装 ， 并 如 何 维持 染色 体 的 完整 性 。@ 各 基因 启动 子 两 侧 染色 质 边 界 的 决定 因 
子 及 其 与 正常 和 异常 转录 状态 的 关系 都 需要 得 以 描述 。 绝 缘 子 是 否 参与 保护 正常 活性 基 
因 不 受 转录 抑制 性 染色 质 的 侵入 ? 组 蛋白 修饰 本 身 是 否 可 以 建立 起 边界 ? 这 些 决定 因子 
在 肿瘤 发 生 过 程 中 是 如 何 被 改变 的 ? @ 在 癌症 细胞 中 导致 基因 异常 沉默 发 生 的 事件 顺序 
是 什么 ? 这 是 否 为 起 始 下 调 基因 转录 所 必需 ? 这 些 重要 的 组 蛋白 修饰 ， 包 括 组 蛋白 氨基 
酸 上 的 去 乙酰 化 和 甲 基 化 以 及 募集 介 导 这 些 过 程 的 酶 〈 见 第 10 章 )， 是 否 先 于 并 导致 
DNA 甲 基 化 ? 如 果 是 这 样 ， 导 致 这 种 靶 向 性 的 分 子 互 作 是 什么 ， 以 及 对 正常 细胞 和 瘤 
症 干细胞 非常 重要 的 沉默 复合 物 ， 如 Polycomb 蛋白 家 族 〈 见 第 11 章 ) 是 如 何 起 作用 
的 ? 图 确定 到 底 哪些 DNMT 是 癌症 中 启动 子 DNA 甲 基 化 起 始 和 维持 所 需要 的 ， 以 及 
它们 是 如 何 互 作 的 ?以 上 讨论 的 哪些 染色 质 成 分 可 能 与 这 些 酶 互 作 并 且 定 位 它们 ? O— 
日 异常 的 可 继承 基因 沉默 在 癌症 细胞 中 被 建立 ， 维 持 它 的 分 子 步 又 的 具体 等 级 是 什么 ? 
最 后 的 这 个 问题 不 仅仅 是 一 个 重要 的 基础 研究 问题 ， 同 时 也 在 应 用 研究 上 ， 是 癌症 预防 
和 治疗 中 恢复 表达 沉默 基因 的 核心 内 容 。 
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8. 通过 DNA 甲 基 化 检测 癌症 


点 状 CpG 岛 高 甲 基 化 情况 在 癌症 细胞 中 非常 普遍 ， 再 加 上 有 高 灵敏 度 的 检测 甲 基 
化 的 能 力 ， 导 致 发 展 出 了 许多 种 在 体液 中 检测 癌症 的 方法 。 亚 硫酸 氨 钠 处理 可 以 将 
DNA 链 上 的 胞 喀 啶 转化 为 尿 喀 啶 而 5- 甲 基 胞 喀 啶 则 不 会 发 生 改 变 ， 从 而 能 从 正常 细胞 
的 背景 中 检测 到 获得 性 的 CpG 岛 甲 基 化 变化 。PCR 方法 如 甲 基 化 特异 性 PCR (MSP), 
其 引物 被 设计 成 只 扩 增 甲 基 化 的 区 域 ， 非 常 灵 敏 。 别 的 方法 包括 以 实时 PCR 为 基础 的 
技术 如 “ 甲 基 光 ”， 使 用 只 只 结合 甲 基 化 DNA 的 荧光 探 针 来 检测 甲 基 化 模式 URE 
题 图 左 ， 以 基因 为 立轴 ， 肿 瘤 为 X 轴 )。 这 些 技术 可 以 在 1000 一 10 000 个 基因 的 背景 下 
检测 到 一 个 甲 基 化 的 基因 。 因 此 ， 异 常 的 甲 基 化 模式 可 以 很 容易 被 检测 到 ; 这 些 方法 可 
以 应 用 于 细胞 的 混合 物 甚 至 多 种 体液 混合 物 如 血浆 、 尿 液 或 者 痰 液 (Laird 2003)。 通 
过 鉴定 胞 喀 啶 甲 基 化 的 变化 来 检测 癌症 稳定 性 非常 好 ， 因 为 DNA 本 身 的 稳定 性 较 
RNA 和 蛋白质 更 高 。 同 时 ， 也 因为 甲 基 化 模式 的 改变 通常 是 癌症 类 型 特异 的 ， 这 些 方 
法 也 许可 以 区 分 不 同 的 癌症 。 如 前 所 述 ， 现 在 许多 研究 提供 了 “原则 性 证 据 ”， 使 利用 
高 甲 基 化 DNA 启动 子 序列 成 为 非常 有 前 途 的 癌症 预测 和 检测 手段 。 这 种 方法 的 医学 应 
用 价值 还 需要 在 更 大 规模 的 研究 中 证 实 。 此 类 研究 必然 会 在 未 来 几 年 中 展开 。 


9. 表 观 遗传 治疗 


通过 DNA 甲 基 化 和 核 小 体 修 饰 的 改变 导致 的 交 症 相关 基因 沉 黑 使 人 们 认识 到 沉默 
的 核 小 体 可 能 也 是 可 以 用 于 治疗 的 靶 点 。 因 此 ， 一 种 称 为 “ 表 观 遗传 治疗 法 ”的 新 方法 
被 发 展 出 来 ， 单 独 或 混合 使 用 可 改变 核 小 体 或 DNA 甲 基 化 模式 的 药物 ， 可 以 实现 对 治 
疗效 果 的 影响 (Egger et al. 2004), 
核 苷 类 似 物 ，5- 氨 杂 胞 苷 、5- 氮 杂 脱 氧 胞 苷 和 泽 布 拉 另 〈Zebularine) 都 是 非常 有 
效 的 胞 喀 啶 甲 基 化 抑制 剂 ( 图 24-7a) 。 当 它们 被 代谢 为 相应 的 脱氧 核 背 三 磷酸 后 ， 会 在 
复制 的 细胞 中 进入 DNA。 一 旦 被 装 和 人 到 DNA 中 ， 它 们 就 会 与 所 有 已 知 的 三 种 DNA P 
基 转 移 酶 相互 作用 形成 共 价 中 间 体 ， 最 终 在 下 一 轮 的 DNA 合成 中 抑制 DNA PE. 
这 些 化 学 药物 的 作用 机 理 已 经 被 了 解 得 非常 透彻 ， 并 且 已 经 在 组 织 培养 或 移植 瘤 模 型 中 
使 用 了 相当 长 的 一 段 时 间 ， 用 于 激活 沉默 的 基因 。 然 而 ， 最 近 发 现 他 们 可 以 被 用 于 某 种 
血液 肿瘤 的 治疗 ， 尤 其 是 骨髓 增生 异常 综合 征 〈MDS) ， 这 是 一 种 白血病 的 早期 状态 ， 
主要 发 生 在 年 老 的 患者 中 (Lubbert 2000; Wijermans et al. 2000; Silverman et al. 2002; 
Issa et al. 2004), 。 对 这 些 综合 征 ， 以 及 从 白血病 前 期 发 展 过 来 的 白血病 患者 的 临床 效果 
日 益 显 著 。 相 应 的 ，5- 氮 杂 胞 蔡 和 5- 氮 杂 脱 氧 胞 苷 药物 被 临床 命名 为 维 达 扎 《Vidaza) 
和 德 西 他 滨 “Decitabine) ， 分 别 已 得 到 美国 食品 和 药物 管理 局 (FDA) 的 批准 ， 被 用 
于 治疗 这 些 患 者 。 泽 布 拉 另 〈Zebularine) ， 也 是 一 种 DNA 甲 基 化 转移 酶 抑制 剂 ， 它 正 
处 于 临床 研发 的 早期 阶段 。 目 前 ， 尚 未 发 现 无 需 整合 人 DNA 的 有 效 抑 制剂 ， 但 这 可 能 
是 临床 上 更 需要 的 ， 因 为 它们 的 副作用 可 能 更 小 。 许 多 方法 正在 进行 以 合成 或 发 现 这 样 
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a | DNA 甲 基 化 抑制 剂 


5-Azacytidine MDS; 工 和 亚 已 经 FDA 
5-Aza-CR Hematologic 批准 用 于 于 MDS 
Vidaza malignancies 


5-Aza-2'-deoxycytidine MDS; 
5-Aza-CdR Hematologic 
Dacogen malignancies 


Zebularine 
1-$-D-ribofuranosyl-2(1H)- 
pyrimidinone 





b | 组 蛋白 去 乙酰 化 抑制 剂 


Suberoylanilide hydroxamic ore | 8 tumors and T 


acid (SAHA) malignancies 


; Advanced 
Depsipeptide neoplasms, CLL, 
l AML, and T-cell 


图 24-7 DNA 甲 基 化 核 苷 类 似 物 抑制 剂 〈a) ， 和 组 蛋白 去 乙酰 化 抑制 剂 〈b) 的 结构 
(a) 已 知 的 三 种 能 在 整合 人 DNA 后 抑制 DNA 甲 基 化 的 核 背 类 似 物 。5-az (Vidaza) 和 5-aza-deoxycytidine 
(Decitabine) 已 被 批准 用 于 白血病 的 治疗 。 泽 布 拉 另 处 于 开发 的 早期 阶段 。(b) 众多 组 蛋白 抑制 剂 的 一 些 例子 ， 
其 中 有 些 处 于 临床 试验 阶段 GEA: SAHA 已 经 被 FDA 批准 )。 


尽管 维 达 扎 CVidaza) 和 德 西 他 滨 (Decitabine) 已 经 显示 了 很 强 的 临床 效果 ， 但 
是 还 很 难 明确 的 证 实 这 些 药物 的 靶 位 点 就 是 那些 甲 基 化 的 基因 局 动 子 。 初 步 的 实验 表明 
经 过 Decitabine 处 理 后 p15 抑 癌 基因 发 生 了 去 甲 基 化 (Daskalakis et al. 2002); 然而 ， 
还 需要 证 明 这 些 药物 的 疗效 是 由 诱导 基因 表达 还 是 其 他 机 制造 成 的 。 
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使 用 组 蛋白 去 乙酰 化 酶 抑制 剂 的 临床 试验 也 在 进行 〈 图 24-7b) 。 已 知 多 种 药物 
可 以 起 到 显著 的 组 蛋 日 去 乙酰 化 酶 抑制 作用 。 其 中 某 些 ， 如 葵 丁 酸 或 两 成 酸 ， 已 经 
在 临床 中 被 运用 了 一 段 时 间 ， 但 被 用 于 处 理 其 他 情况 (Marks et al. 2001; Richon and 
O’Brien 2002) 。 这 些 药物 抑制 所 有 的 去 乙酰 化 酶 ， 而 且 我 们 也 不 清楚 它们 对 特定 肿瘤 
的 疗效 是 否 只 是 因 其 对 组 蛋白 去 乙酰 化 的 抑制 而 非 某 种 其 他 反应 。 新 的 化 合 物 ， 如 
SAHA 和 了 酯 肽 类 物质 ， 是 更 专 一 的 组 蛋白 去 乙酰 化 酶 抑制 剂 ， 也 展示 了 良好 的 临床 
效果 (图 24-8)。 然 而 ， 仍 然 很 难 确定 这 些 药物 在 患者 身上 的 疗效 是 否 是 由 其 理论 机 
制 所 造成 。 





图 24-8 组 蛋白 去 乙酰 化 酶 抑制 剂 可 以 引起 肿瘤 消退 
闻 皮 瘤 患 者 的 计算 机 断层 扫描 图 像 。( 左 ) ， 在 治疗 前 右 肺 内 有 一 大 型 分 叉 状 肿块 ABN) BF 
压 正常 肺 (黑色 )。( 右 )， 经 SAHA 治疗 四 个 月 ， 肿 瘤 缩 小 且 右 肺 明 显 扩 增 (由 Paul Marks 博士 
提供 ，Memorial Sloan-Kettering Cancer Center, NY). 


以 前 文 讨论 的 DNA 甲 基 化 和 核 小 体 的 相互 作用 为 基础 的 新 的 临床 试验 ， 聚 焦 于 将 
DNA 甲 基 化 抑制 剂 和 组 蛋白 去 乙酰 化 抑制 剂 结合 使 用 ， 以 图 用 更 小 剂量 的 药物 来 获得 
更 好 的 疗效 。 为 了 验证 这 种 假说 ， 一 些 令 人 激动 的 临床 试验 正在 进行 当中 ; 然而 ， 还 不 
清楚 这 些 方法 是 否 会 有 效 。 

虽然 表 观 遗传 治疗 方法 有 和 良好 的 理论 基础 ， 但 某 些 药物 缺乏 专 一 性 也 导致 了 一 些 担 
忧 。 例 如 ， 核 背 类 似 物 就 是 非特 异性 的 DNA 甲 基 转移 酶 抑制 剂 并 且 在 全 基因 组 上 抑制 
DNA 甲 基 化 。 因 此 ， 治 疗 可 能 会 导致 非特 异 的 基因 激活 ， 尽 管 这 在 那些 接受 治疗 的 重 
病 患 身上 看 起 来 不 是 主要 问题 。 类 似 的 ， 除 了 去 乙酰 化 以 外 还 有 一 些 其 他 的 核 小 体 修 
饰 ， 如 前 面 各 章 所 讨论 的 组 蛋白 氨基 酸 上 的 甲 基 化 ， 这 些 都 可 以 作为 潜在 的 治疗 靶 点 。 
因此 ， 人 们 有 极 大 的 兴趣 去 寻找 能 激活 沉默 基因 的 新 的 治疗 靶 点 ， 并 且 可 以 预期 在 未 来 
数 年 将 会 有 令 人 激动 的 进展 。 
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附录 A 网 络 资 源 


www. chromatin. us 

www. epigenome-noe, net 
www. epigenome, org 

www, genome, gov/12513456 


www. chromdb, org 


research, nhgri. nih. gov/histones 
www. abcam. com/chromatin 


www. histone, com/ modification map. htm 
npd, hgu, mre, ac. uk/index. html 


www. epigenome-noe, net/researchtools/struc- 
ture. php 

flybase. bio. indiana. edu/allied-data/lk/inter- 
active-fly/aignfam/polycomb. htm | 


www, methdb, de 
www, dnamethsoc. com 


www. uscnorris. com/cpgislands2/cpg. aspx 


www, mgu. har. mre. ac. uk/ research/ imprinting 
www. geneimprint. com/index, html 

igc. otago. ac. nz/home. html 

fantom2, gsc. riken. go. jp/imprinting 


www. bioinfo, org . cn/NONCODE 
research. imb. uq. edu. au/rnadb 
166. 111. 30. 65/micrornadb 
microrna. sanger. ac. uk 

www. narna, nel, ac, uk 


asrp. cgrb, oregonstate, edu 


www, abcam, com 


www. upstatebiotech, com 


表 观 遗传 学 相关 的 数据 库 

染色 质 和 表 观 遗传 学 相关 网 址 

染色 质 结 构 和 功能 染色 质 资源 网 站 ,站 长 为 Jim Bone 

杰出 表 观 基因 组 网 络 欧洲 跨 学 科 表 观 遗 传 研究 网 

HEP 人 类 表 观 基因 组 计划 研究 协会 

ENCODE DNA 元 件 百科 :鉴定 人 类 功能 元 件 

ChromDB 植物 染色 质数 据 库 

组 蛋白 资源 

NHGRI 组 蛋白 数据 库 ” 含 组 蛋白 序列 信息 

Abcam 组 蛋白 网 页 含 可 供 下 载 的 组 蛋白 修饰 图 谱 

Upstate 组 蛋白 网 页 由 Upstate 公司 制作 的 组 蛋白 修饰 图 谱 

AREA 

NPD: 核 蛋白 数据 库 收集 了 已 知 定位 于 准 椎 动物 细胞 核 中 的 
蛋白 

染色 质 蛋 白 与 NPD 网 站 的 搜索 引擎 相 链接 , 仅 限 于 
对 染色 质 和 蛋白 家 族 成 员 

Flybase 染色 质 网 页 mR PRR. KH MME HM i E 
蛋白 

DNA 甲 基 化 

甲 基 化 数据 库 人 类 DNA 甲 基 化 数据 库 

DNA 甲 基 化 专 一 于 生物 学 甲 基 化 方面 的 网 站 

CpG 岛 搜索 引擎 CpG 鸟 序列 搜索 算法 

印记 

小 鼠 基因 组 印记 显示 已 知 小 鼠 印 记 化 区 域 的 染色 体 图 谱 

基因 印记 有 关 基 因 组 印记 信息 的 网 站 

印记 化 基因 目录 印记 化 基因 数据 库 

备 选 的 印记 化 转录 物 。 人 和 和 小刀 中 预测 的 印记 化 转录 组 资源 

RNA 

noncode RNA 专 一 于 非 编码 RNA 的 数据 库 

RNA 数据 库 哺乳 动物 非 编 码 RNA 数据 库 

微 RNA 数据 库 真 核 生物 微 RNA 数据 库 

微 RNA 数据 库 ta RNA 数据 库 

天 然 反 义 RNA 天 然 反 义 转录 物 研 究 平 台 

ASRP 拟 南 芥 小 siRNA 和 miRNA 数据 资源 

表 观 遗传 资源 商业 网 站 

Abcam 组 蛋 日 抗体 供应 商 

Upstate 组 蛋白 抗体 供应 商 

Epigenomics “DNA 甲 基 化 诊断 筛 查 


www. epigenomics. com 


表 观 遗传 学 


生物 体 基因 组 资源 与 数据 库 





所 有 真 核 生 物 

NCEI 

ENSEMBL 

UCSC 基因 组 生物 信 
息 学 


EBI 


Sanger 研究 所 


贝勒 医学 院 搜索 引擎 


zPicture 
iHOP 
Repeat Masker 


Primer 3 
特定 生物 
酿酒 酵母 


裂 殖 酵母 


Wag FA PO He R 


RSF” 


秀丽 隐 杆 线虫 


多 种 基因 组 分 析 和 参考 文献 的 门户 网 站 
真 核 基因 组 浏览 器 
基因 组 序列 及 资源 门户 网 站 


各 种 基因 组 及 蛋白 质 组 计算 分 析 资 源 门 
户 网 站 

序列 .生物 信息 和 蛋白质 组 资源 门户 
网 站 


序列 搜索 及 分 析 工具 的 门户 网 站 


序列 分 析 工 具 

蛋 日 之 间 信 息 资源 的 超级 链接 
重复 序列 运算 法 则 用 以 鉴定 重复 DNA 
序列 

在 线 引物 设计 软件 


SGcD:, 醇 母 基 因 组 数据 库 ENSEMBL; M 
酒 酵母 基因 组 分 析 门 户 网 站 


型 殖 酵母 相关 基因 组 序列 和 分 析 网 站 门 
户 网 站 

TGD: 嗜 热 四 膜 虫 基因 组 数据 库 

哮 热 四 膜 虫 大 核 基 因 组 测序 计划 
TAIR: 拟 南 芥 信息 资源 
GRAMENE: 草 类 基因 组 比较 

水 稻 基 因 组 资源 


线虫 相关 资源 门户 网 站 


_ENSEMBL: 线 虫 基因 组 分 析 门户 网 站 线 


JB 


. # 应 为 植物 一 一 译 者 


虫 相 关 基 因 组 序列 和 分 析 网 站 门户 网 站 
果 蝇 基 因 组 数据 库 

ENSEMBL: 黑 腹 果 蝇 基 因 组 分 析 门 户 
网 站 

信息 数据 库 

小 鼠 基 因 组 信息 小 鼠 品 系 资源 Baylor 
小 最 基因 组 计划 小 鼠 ENSEMBL 资源 


人 类 基因 组 资源 门户 网 站 
ENSEMBL: 人 类 基 国 组 分 析 门 户 网 站 
GDB; 人 类 基因 组 数据 库 


www, ncbi. nlm. nih. gov 
www. ensembl, org 


genome, ucsc. edu 


www. ebi. ac, uk/services 


www. sanger. ac. uk/ 


searchlauncher. bem. tme. edu/docs/sl_links, 
html 

zpicture. decode, org 

www. ihop-net. org/UniPub/iHOP 


repeatmasker. org 
frodo, wi. mit. edu/cgi-bin/ primer3/ primer3. cgi 


www. yeastgenome, org 
www. ensembl. org/Saccharomyces_cerevisiae/ 


index. html 
www, sanger, ac. uk/Projects/S_ pombe 


www, ciliate, org/ 
www, genome, gov/12512294 


www. arabidopsis. org 


www, gramene. org/www. tigr. org/ tdb/e2kl/ osal 


www. wormbase. org/www. ensembl, org/Cae- 
norha bd itis_ elegans/index. html www. san- 


ger. ac. u k/Projects/C_elega ns 


www. flybase. net www. ensembl. org/Dro- 


sophila_mela nogaster/index. html 


www. xenbase, org 

www, informatics, jax. org jaxmice. jax. org/in- 
dex. html www, mouse-genome, bem, tme, edu/ 
www. ensembl. org/M us_museu I us/index html 
www. ncbi. nlm, nih. gov/genome/guide/hu- 
man/www. ensembl. org/H om 0 _ sa piens/in- 


dex. html www. gdb. org 


KB 组 蛋白 修饰 





HERA H2A 
修饰 位 点 模式 生物 ”修饰 酶 功能 参考 文献 
K5ac Hs,Sc Tip60, p300/ 转录 激活 Yamamoto and Horikoshi 1997; 
CBP, Hatl Kimura and Horikoshi 1998; 
Verreault et al, 1998 
K9bio HCS 乙酸 化 与 甲 基 化 依赖 的 Stanley et al. 2001; 
Biotinidase 参与 细胞 增殖 .基因 沉默 和 细胞 Kothapalli et al. 2005b; 
对 DNA 损伤 的 应 答 Chew et al. 2006 
K7ac Se Hatl, Esal 转录 激活 Suka et al. 2001 
K13bio HCS 乙酰 化 与 甲 基 化 依赖 的 Stanley et al. 2001; 
Biotinidase 参与 细胞 增殖 .基因 沉默 和 细胞 Kothapalli et al. 2005b; 
对 DNA 损伤 的 应 答 Chew et al, 2006 
K119ub1 Dm, Hs dRing, 聚 杭 沉 默 Wang et al. 2004; _ 
RINGIB 紫外 损伤 应 答 Kapetanaki et al. 2006 
Sl2lph Qe Mecl DNA 损伤 应 答 Wyatt et al, 2003; 
PIKK 端 粒 沉默 Harvey et al. 2005 
T125ph Sc Mecl DNA 损伤 应 答 Wyatt et al. 2003; 
PIKK 端 粒 沉 默 
K126bio Hs HCS 乙酰 化 与 甲 基 化 依赖 的 Stanley et al. 2001; 
Biotinidase 参与 细胞 增殖 .基因 沉默 和 细胞 Kothapalli et al. 2005b; 
对 DNA 损伤 的 应 答 Chew et al. 2006 
Ki26su Se anaes 化 和 泛 家 化 Nathan et al. 2006 
K127bio Hs HCS 乙酰 化 与 甲 基 化 依赖 的 Stanley et al, 2001; 
Biotinidase 参与 细胞 增殖 .基因 沉默 和 细胞 Kothapalli et al. 2005b; 
对 DNA 损 伤 的 应 答 Chew et al. 2006 
S128ph Se Mecl DNA 损伤 应 答 Downs et al. 2000; 
PIKK 端 粒 沉默 Redon et al. 2003; 
Wyatt et al. 2003; 
Downs et al, 2004 
K130bio Hs HCS 乙酰 化 与 甲 基 化 依赖 的 Stanley et al. 2001; 
Biotinidase 参与 细胞 增殖 .基因 沉默 和 细胞 Kothapalli et al. 2005b; 
对 DNA 损伤 的 应 答 Chew et al. 2006 


注 : 其 他 H2A 修饰 : Slph, K4ac, K13me, Kl5ac, K2lac, K36ac, K74me, K75me, R77me, K95me, T120ph, 
H2A #Ri£4¢ (Pantazis and Bonner 1981; Song et al. 2003; Alhara et al. 2004) 


表 观 遗传 学 


修饰 位 点 
K5ac 


Sloph 
Sl4ph 


Kl6su 
Kl7su 
S33ph 
K120ub 


K123ub 


模式 生物 ”修饰 酶 

Hs 

Se Ste20 

Hs, Mm Msti/krs2 
激酶 

Sc 

Se 

Dn CTK 

Hs 

Sc Rad6(E2) 


Bre] (E3)-ub1 


ATS 

FÈ 

体 细胞 高 突变 和 类 别 转换 重组 
基因 抑制 

基因 抑制 

转录 激活 

通过 H3 甲 基 化 来 与 激活 转录 
的 SAGA 协作 以 调控 细胞 周期 
进程 , 减 数 分 列 

通过 降低 组 蛋白 H3K4 和 H3K79 
位 的 甲 基 化 导致 端 粒 沉默 


参考 文献 
Puerta et al. 1995; Galasinski et 
al, 2002 
Ahn et al. 2005 
Ajiro 2000; Cheung et al. 2003 
Odegard et al. 2005 
Nathan et al, 2006 
Nathan et al. 2006 
Maile et al. 2004 
Robzyk et al. 2000; Sun and Allis 
2002; Kao et al, 2004 


Emre et al. 2005 


注 : 其 他 的 H2B 修饰 ， FE2arn, Kime, K6su, K7su, Kllac, Kl2ac, Kl5ac, K16ac, K20ac, K23me, K24ac, S32ph, 
K43me, K85ac, R99me, K108ac, K116ac, H2B HR tL, H2B 生物 素 化 (Rouleau et al. 2004) 





HEA H3 
修饰 位 点 模式 生物 “修饰 酶 功能 参考 文献 
R2me Hs CARM1-me2a 基因 表达 Chen et al. 1999; Schurter et 
Mm al. 2001 
T3ph Hs Haspin 着 丝 粒 纺锤 体 功 能 Polioudaki et al, 2004; Dai et 
At al. 2005 
K4me Sc Setl-me3 rDNA it BR, 端 粒 沉默 ,转录 Briggs et al. 2001; Roguev et al. 
激活 2001; Na et al. 2002; Bryk et al. 
2002; Bernstein et al. 2002; San- 
tos-Rosa et al. 2002 
Tt 转录 激活 Strahl et al. 1999 
Hs SET7/Set9-mel ”转录 激活 H. Wang et al. 2001 a; Nishioka et 
MLL al. 2002a; Wilson et al, 2002; 
Ds MLL2-me3 三 脑 活化 Zegerman et al, 2002 
Hs MLL3 Milne et al, 2002; Nakamura et al. 
Ashl-me2 2002 
Ds 三 胸 活 化 Beisel et al. 2002; sanchez-Elsner 
Hs SMYD3-me3 et al, 2006 
Hs Meisetz-me3 转录 激活 Hamamoto et al, 2004 
Mm — 有 丝 分 裂 早期 进程 Hayashi et al, 2005 
K9ac Sc SAGA 转录 激活 Grant et al, 1999 
Hs SRCI 核 受 体 共 激活 因子 Spencer et al. 1997; Schubeler et 
al, 2000; Vaquero et al. 2004 
Dm 转录 激活 Nowak et al, 2000 


re 


修饰 位 点 模式 生物 “修饰 酶 


K9me 


S10ph 


Tliph 


Kl4ac 


R1l7me 


Kl8ac 


Mm, Hs 


Dm 


Mm 


Hs 
Sp 
Ne 
At 
Hs 
Hs, Mm 


Dm, Hs 


Hs 
Sc, Tt,Mm 
Hs, Om 


Hs 
Hs 


Hs 


G9a-mel , me2 


Su( var) 3-9-me2 


Suv39h i-me3 
Suv39h2-me3 
SUV39H1-me3 
Clr4-mel , me2 
Dim5-me3 


KRYPTONITE me? 
EHM Bise l-mel, me? 


ESET-me2,me3 


Ashl-me2 
RIZ1-me2 


Snfl 

Jil-1 

Rsk2 

Msk1 

Msk2 

Ikka 
Ip11/AuroraB 


NIMA 
Fyn kinase 


Dik/ZIP 
Gend 
TAF 1230 
TAFy250 
p300 
PCAF 
SRC1 
CARM1 


SAGA 
Ada 
p300 
CBP 


转录 抑制 
印记 
So HEA AEE A i 


着 丝 粒 周 边 异 染色 质 


Rb 介 导 的 基因 沉默 
着 丝 粒 和 接合 型 沉默 
DNA 甲 基 化 

DNA 围 基 化 

转录 抑制 

转录 抑制 


三 胸 激 活 
肿瘤 抑制 , 雁 激 素 应 答 


转录 激活 
雄性 X 染色 体 转录 上 调 


早期 基因 的 转录 激活 (与 


H3K14 乙酰 化 相 协作 ) 


转录 上 调 
有 丝 分 裂 染色 体 致密 化 


有 丝 分 裂 染 色 体 致密 化 


UVB 诱导 的 MAP 激酶 通路 


有 丝 分 裂 特 异性 磷酸 化 
转录 激活 
转录 激活 


转录 激活 
转录 激活 
核 受 体 共 激 活 因子 


转录 激活 (与 H3K18/23 乙酰 化 


协作 ) 


HRB ARAWN 


续 表 


参考 文献 
Tachibana et al. 2001, 2002; Ogawa et 
al, 2002; Xin et al. 2003 
Czermin et al. 2001; Schotta et al. 
2002; Ebert et al, 2004 
OCarroll et al. 2000; Rea et al. 2000; 
Lachner et al. 2001; Peters et al. 2001 
Nielsen et al, 2001; Vandel et al. 2001 
Bannister et al. 2001; Nakayama et 
al, 2001 
Tamaru and Selker 2001 
Jackson et al. 2002, 2004 
Ogawa et al. 2002; Tachibana et 
al, 2005 
Schultz et al, 2002; Yang et al, 2002; 
Dodge et al. 2004; Wang et al. 2004 
Beisel et al. 2002 
Kim et al. 2003; Carling et al. 2004 
Lo et al, 2001 
Jin et al. 1999; Y. Wang et al. 2001 
Sassone-Corsi et al. 1999; Thomson 
et al. 1999; Cheung et al. 2000; 
Clayton et al. 2000 
Anest et al, 2003; Yamamoto et al, 2003 
Hendzel et al. 1997; Wei et al. 1999; 
Hsu et al. 2000 
De Souza et al. 2000 
He et al. 2005 


Preuss et al. 2003 


Brownell et al. 1996; Kuo et al, 1996 
Mizzen et al. 1996 


Schiltz et al. 1999 

Schiltz et al. 1999 

Spencer et al. 1997 

Chen et al. 1999; Schurter et al, 2001; 
Bauer et al. 2002; Daujat et al. 2002 
Grant et al, 1999 


Schiltz et al, 1999 
Daujat et al, 2002 





表 观 遗传 学 


续 表 
修饰 位 点 模式 生物 修饰 酶 功能 参考 文献 
K23ac Sc SAGA 转录 激活 Grant et al. 1999 
Hs CBP 转录 激活 (与 H3R17 甲 基 化 协 ”Daujat et al, 2002 
作 ) 
R26me Hs CARMI 体外 甲 基 化 位 点 Chen et al. 1999; Schurter et 
al. 2001 
K27me Hs, Dm E(z)/ 聚 梳 抑 制 Cao et al, 2002; Czermin et al. 2002; 
EZH2-me3 早期 了 细胞 发 育 Kuzmichev et al, 2002; Muller et 
X 染色 体 失 活 al. 2002; 
Su et al, 2003 
S28ph Hs Aurora-B 有 丝 分 裂 染 色 体 致密 化 Goto et al. 1999 ,2002 
Hs MSK1 UVB 诱导 的 硫酸 化 Zhong et al. 2001 
K36me Sc Set2-me2 基因 抑制 Strahl et al, 2002; Kizer et al. 2005 
Ne Set2-me2 转录 激活 Adhvaryu et al. 2005 
Sp Set2-me2 转录 延伸 Morris et al. 2005 
K79me Sc, Hs Dotl1/DOT1 端 粒 沉默 , 粗 线 期 检验 点 Feng et al. 2002; Lacoste et al. 


L-me2 2002; Ng et al. 2002; van Leeu- 
wen et al. 2002 


注 :其 他 组 蛋白 H3 修饰 :Ki4me, K23me, K27ac, T32ph, K37me, K56me, K64me, Kll5ac. K118ac. K118me, 
K122ac, R128me (Hyland et al. 200S). 








HEA H4 
修饰 位 点 ”模式 生物 ”修饰 酶 功能 参考 文献 
Slph Hs, Sc SARI DNA 损伤 应 答 Ruiz-Carrillo et al, 1975; Cheung 
et al. 2005; 
| van Attikum and Gasser 2005 
R3me Hs, Sc PRMTI 转录 激活 H. Wang et al. 2001 a,b 
K5ac Tt. Dm, Hs Hat] 组 蛋白 装配 Sobel et al. 1995; Parthun et al. 
1996; Tap lick et al. 1998; Turner 
2000; Kruhlak et al. 2001. 
Sc Esal/NuA4 细胞 周期 进程 Smith et al. 1998; Allard et al. 
1999; Clarke al, 1999; Bird et al. 
2002; Miranda et al. 2006 
Hs, Mm ATF2 序列 特异 性 转录 因子 Kawasaki et al. 2000a 
Hs p300 转录 激活 Turner and Fellows 1989; Schiltz 


et al, 1999 





WRB ”组 蛋白 修饰 


续 表 











修饰 位 点 模式 生物 ”修饰 酶 功能 参考 文献 
K8ac HS,Mm Y- ATF2 Xi 排斥 Jeppesen et al, 1993; Choy et al, 2001; 
序列 特异 性 转录 因子 Kruhlak et al, 2001; Kawasaki et al. 
Hs PCAF/p300 转录 激活 2000b 
Turner and Fellows 1989; Schiltz et 
al, 1999 
Kl2ac Sc, Hs Hatl Xi 排斥 Turner and Fellows 1989; Jeppesen et 
组 蛋白 组 装 al, 1993;Kleff et al. 1995; Sobel et al. 
1995; Parthun et al. 1996; Chang et 
Se NuA4 有 丝 分 裂 和 减 数 分 烈 进 程 al, 1997; Kruhlak et al. 2001 
Choy et al. 2001 
Kl2bio Hs HCS DNA 双 链 断裂 后 此 修饰 减少 Stanley et al. 2001; Kothapalli et al. 
Biotinidase 细胞 增殖 2005a,b 
Kl6ac Mm Xi 排斥 Jeppesen et al. 1993; Taplick et 
细胞 周期 依赖 的 乙酰 化 al, 1998 | 
雄性 X 染色 体 的 转录 上 调 Akhtar and Becker 2000; Hsu et al. 
Dm MOF 序列 特异 性 转录 因子 2000 
Turner and Fellows 1989; Kawasaki 
Hs, Mm ATF2 et al. 2000a; Turner 2000; Kruhlak 
et al. 2001; Vacquero et al. 2004 
K20me Mm,Dm Suv4-20hl-me2,me3 ”基因 沉默 Schotta et al. 2004 
Suv4-20h2-me2,me3 
Hs, Dm PrSET7/Set8-mel 转录 沉默 ,有 丝 分 裂 致 密 化 Fang et al. 2002; Nishioka et al. 
Dm Ashi-me2Z 与 H3K4 和 H3K9 甲 基 化 协作 2002b; Rice et al. 2002 
的 三 胸 激 活 Beisel et al. 2002 
K59me Se 沉默 染色 质 的 形成 Zhang et al. 2003 
Su Hs SUMO-1 转录 抑制 Shiio and Eisenman 2003 
SUMO-3 | 
注 : 其 他 组 蛋白 H4 BH: K1l2me, S47ph, K3lubl, K59me, K77ac, K79ac, K79me, K9lubl, R92me (Hyland et 
al. 2005). 
HERA H1 
修饰 位 点 模式 生物 ”修饰 酶 功能 参考 文献 
E2arl Rn PARP-1 神经 营养 活性 相关 Ogata et al. 1980; Visochek et al. 2005 
T10ph Hs 有 丝 分 裂 特 异性 Chadee et al. 1995; Garcia et al. 
Hib 的 转录 激活 2004; Sarg et al. 2006 
El4arl < Rn PARP-1 ”神经 营养 因子 活性 相关 Ogata et al. 1980; Visochek et al. 2005 





表 观 遗传 学 





续 表 
修饰 位 点 模式 生物 “修饰 酶 功能 参考 文献 
S17ph Hs 细胞 间 期 特异 性 Garcia et al, 2004; Chadee et al. 
H1b 的 转录 激活 1995; Sarg et al. 2006 
K26me Hs EZH2-me2 介 导 HPI 的 结合 Kuzmichev et al. 2004; Daujat et 
al, 2005 
S27ph Hs 阻 断 HPI 的 结合 Garcia et al. 2004; Daujat et al. 2005 
T137ph Hs 有 丝 分 裂 特 异性 Chadee et al. 1995; Garcia et al, 
Hlb 的 转录 激活 2004; Sarg et al. 2006 
T154ph Hs 有 有丝分裂 特异 性 Chadee et al. 1995; Garcia et al. 
H1b 的 转录 激活 2004; Sarg et al. 2006 
S172ph Hs 细胞 间 期 特异 性 Chadee et al. 1995; Garcia et al. 
H1b 的 转录 激活 2004;Sarg et al, 2006 
S188ph Hs 细胞 间 期 特异 性 Chadee et al. 1995; Garcia et al. 
H1b 的 转录 激活 2004; Sarg et al. 2006 
K213arl Rn PARP-1 神经 营养 因子 活性 相关 Ogata et al. 1980; Visochek et 
al. 2005 





注 : 其 他 组 蛋白 H1 修饰 ;K26ac, Ell4arn, H1 ubiquitination, H1 carbonylation (Pham and Sauer 2000; Rouleau 
et al. 2004), 














| 组 蛋白 H2AX 
修饰 位 点 模式 生物 ”修饰 酶 功能 参考 文献 
S139ph Hs, Sc ATM DNA 修复 Rogakou et al. 1998, 1999; Burma 
Dm, XI DNA-PK M 期 相关 et al. 2001; Stiff et al, 2004; Ichiji- 
亦 被 称 为 YH2AX ma et al, 2005; Mukherjee et 
al. 2006 
注 : 其 他 H2AX 修饰 ,T136ph 
组 蛋白 macroH2A 
修饰 位 点 修饰 模式 ”修饰 酶 功能 参考 文献 
K17me Hs Chu et al. 2006 
K115ub1 Hs Ogawa et al. 2005; Chu et al, 2006 
K122me Hs Chu et al, 2006 
T128ph Hs Chu et al. 2006 


K238me Hs Chu et al. 2006 





WRB ”组 蛋白 修饰 


组 蛋白 H3. 3 
修饰 位 点 模式 生物 修饰 酶 功能 参考 文献 
K4me Dm | mel, me2 "me3 转录 激活 Mckittrick et al, 2004 
K9me Dm mel,me2, 转录 抑制 Mckittrick et al. 2004 
K9ac Dm ,Hs 转录 激活 Mckittrick et al. 2004; Hake and 
a | = < Allis, 2006 
Kl4me Dm mel,me2, | Mckittrick et al. 2004 
Kl4ac Dm ,Hs 转录 激活 Mckittrick et al. 2004; Hake and 
| Allis, 2006 
K18ac Hs 转录 激活 Hake and Allis. 2006 
K23AC Hs | 转录 激活 Hake and Allis, 2006 
K27me Dm mel,me2,me3 转录 抑制 Mckittrick et al. 2004 
K36me Dm, Hs mel,me2,me3 转录 激活 Mckittrick et al. 2004; Hake and 
| Allis, 2006 
K37me Dm mel,med2, Mckittrick et al. 2004 
K79me Dm, Hs mely me2， 转录 激活 Mckittrick et al. 2004; Hake and 
Allis, 2006 
S31ph Mammals Ai wR RBIL Hake et al. 2005 
CEN-H3/CENP-A 
修饰 位 点 ”模式 生物 修饰 酶 功能 参考 文献 
S7ph Hs 有 丝 分 裂 Zeitlin et al, 2001 


TE :模式 生物 名 称 缩写 : 

(An)aspergillus nidulan , 构 梨 曲霉 ;(At)Arapidopsis thaliana , WR 2t ; (Ce) Caenorhabditis elegan ,秀丽 隐 杆 线 
虫 ;(Dm)Drosophila melanogaster , $% BRIR; (Hs) Home sapiens, A; (Mm) Mus muscuius，, 小 鼠 ; (Nc) Neurospora 
crassa , SEMI ; (Rn) Rattus norvegicus , #3 X S; (Sc) Saccharomyces cerevisiae , RW BEE; (Sp) Schizosaccharomyces 
pombe , By WEA; (Tt) Tetrahymena thermophila , RFA PO RR ; (XI) Xenopus laevis AEP. 

1. 组 蛋白 修饰 依据 Turner 提议 的 命名 法 进行 命名 。 

2. 图 中 列 出 了 所 有 已 知 的 组 乙 白 修饰 、 修 饰 酶 以 及 它们 的 原始 参考 文献 (截至 2006 年 5 AD. Hib AT RH 
饰 罗 列 在 图 表 下 方 。 这 些 修 饰 信息 通 过 多 种 炬 道 获 得 , 包 插 综述 文章 ,来 自 Abcam cambridge, UK 和 Upstate Char- 
jottesville、USA 的 信息 以 及 Reinberg 实验 室 未 发 表 的 一 些 数 据 。 

3. 本 表 是 在 Lachner 等 于 2003 年 建立 的 图 表 的 基础 之 上 编纂 而 成 的 ，Roopsha Sengupta 和 Mario Richter( 维 也 
纳 分 子 病理 学 研究 院 Jenuwein 实验 室 ) 丰 富 了 图 表 内 容 。Patrick Trojer 博士 (新 泽 西 体 斯 医学 研究 院 Reinberg 实验 
室 ) 进 行 了 核实 。 

4, Steven Gray 博士 (柏林 St. James 医院 药物 分 子 研究 院 临床 药物 部 ) 提 供 的 信息 对 本 表 进 行 了 验证 及 补充 。 
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Bie C 不 同 模式 生物 中 的 
FEA Wet FEAL til 


酿酒 BU be) 秀丽 隐 哺乳 












基因 组 大 小 12Mb = 14Mb 40Mb 100Mb 80Mb 3 400Mb 150Mb 
基因 数目 6 000 5 000 10 000 20 000 14000 #25000 25 000 
基因 平均 大 小 1. 45kb 1. 45kb -1.7kb 2kb 5kb 35~46kb 2kb 
内 含 子 /基因 的 平均 数 <1 5 3 6~8 4~5 
”编码 蛋白 的 基因 组 比例 70 25 13 1~1.5(Hs) 26 
ON 组 蛋白 乙醚 化 
ON H3K4 甲 基 化 
ON H3K36 甲 基 化 
ON H3K79 甲 基 化 
ON H3. 3 组 蛋白 变 体 
ON/OFF SWI/SNF ATP 酶 复合 物 
ON CHDI ATP 酶 家 族 
ON SWR1 ATP Bg 
ON/OFF ISWI ATP 酶 
ON/OFF INO80 ATP W 
OFF MI-2 ATP W 
OFF CENP-A 着 丝 粒 组 蛋 
白 变 体 
OFF H3K9 甲 基 化 一 
OFF HP1 Æ MEK 
OFF RNA FR — 
OFF H4K20 甲 基 化 * 一 
OFF H3K27 甲 基 化 一 
OFF polycomb 抑制 复合 物 一 一 
OFF DNA 甲 基 化 一 一 
OFF DNA 甲 基 化 结合 蛋白 ”一 +e 
OFF 基因 印记 一 一 
注 ; Hs, Homo sapiens ; 
a 依据 其 序列 同 源 性 认为 存在 但 是 功能 未 知 的 表 观 遗传 特征 。 
b 有 证 据 显 示 H3K9 甲 基 化 存在 于 活 唉 染色 质 区 域 ,然而 功能 重要 性 未 知 。 
c 酿酒 酵母 中 不 存在 H4K20 的 三 甲 基 化 ,然而 H4K20 的 三 甲 基 化 状态 存在 于 多 细胞 生物 体 中 。 
d 果 蝇 中 的 DNA 甲 基 化 水 平 非常 低 。 
e 突变 的 Dnmt2 
f Dnmt2(Pp) 和 MBD 结构 域 蛋 白 (Ce,Cb,Pp) 
g Dnmt2 和 MBD 结构 域 蛋白 (Dmy) 
h 染色 质 和 基因 组 范围 内 的 , 而 非 基因 特异 性 的 


to 
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| 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 地 
+ 十 个 个 十 十 十 十 十 二 8 


十 


| 
| 十 十 十 十 -二 
[二 二 上 十 十 十 十 十 二 个 十 十 个 直 十 二 十 二 二 十 二“ 


| 十 | 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 个 个 十 十 十 十 十 十 
十 十 个 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 
十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 
十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 个 十 十 十 十 十 十 十 


附录 D 组 蛋白 修饰 的 
Brno 命名 法 








RRR BKB ete 
乙酰 基 MAR ac H3K9ac 
ADP 核糖 RARR arl H2BE2arl 

TAR arn H2BE2arn! 
ER MAR bio H4K12bio 
甲 基 HAR mel H3R17mel 
WAR meZs H3R2me2s 
WAR me2a H3R17me2a 
FA $e MAR mel H3K4mel 
MAR me2 H3K4me2 
MAR me3 H3K4me3 
磷酸 基 团 丝氨酸 或 苏 氨 酸 ph H3S10ph 
ZE MARR Ubl H2BK120ub]1 
Sumo 基 团 eit su H4K5sué 





a 修 饰 采用 小 写字 母 , 以 便 将 其 与 大 写 的 氨基 酸 (单个 字母 编码 的 ) 或 组 蛋白 (如 H2A) 区 分 开 来 。 

b 命名 原则 是 从 左 起 依次 为 组 蛋白 、 残 基 、 修 饰 。 一 旦 被 修饰 残 基 示 知 或 不 相关 ,在 组 蛋白 后 加 上 修饰 即 可 ,例如 
H4ac 和 H2Bbarl。 多 重修 饰 只 需 根据 需要 简单 的 罗列 出 来 (如 H3K4me3K9acS10ph) 。 因 为 每 个 修饰 残 基 均 以 大 写 
字母 开头 来 界定 特定 氮 基 酸 , 并 且 和 修饰 被 指定 为 小 写字 母 ,因此 在 多 重修 饰 的 情况 下 ,无 需 用 逗号 或 圆 点 来 分 隔 不 同 
修饰 的 残 基 。 有 时 ,没有 修饰 的 残 基 有 可 能 是 残 基 信息 承载 联合 体 的 重要 组 成 部 分 ,在 这 种 情况 下 这 个 残 基 应 该 被 添 
加 上 (如 H3K9S1l0ph) 以 表明 H3 第 9 位 赖 氨 酸 残 基 未 被 修饰 ,第 10 位 丝氨酸 残 基 被 磷酸 基 团 修饰 。 

c 多 泛 素 化 组 蛋白 被 缩写 为 ubn 

d 目前 假定 存在 的 

获 许 并 改编 自 Turner 了 M. , Nat. Struct. Mol. Biol. 12 ,110 一 112(2005) 


RNA 依赖 的 RNA RAM 130 

RNA 诱导 沉默 复合 体 114 

Rubinstein-Taybi 综合 征 523 

Sas2 87 

Schimke immuno-osseous 发 育 异 常 综合 征 527 
SET 结构 域 蛋白 141 

shmoo 78 


Silver-Russell 综合 征 518 
silver-russell 综合 征 522 


SIR1 81 
SIR2 81 
SIR3 81 
SIR4 81 
SIR 90 


Sir 沉默 复合 体 83 

SIR 复合 体 87 

SUMO 242 

Swi6 127 

TAS 重复 129 

trxG 56 

TSA 134 

V (D) J BH 474 

XOL-1 348 

X 染色体 失 活 (XCD 525 
X 染色 体 失 活 58，504 

X 染 色 体 失 活 和 印记 501 

X 染色 体 失 活 中 心 。 58，385 
X 信和 号 元 件 (XSE) 350 
yKu70/yKu80 85 

yKu 88, 91 

“Knudson 双重 打击 ”理论 62 
ax 地 中 海 贫血 症 X 连锁 的 智力 迟钝 。 526 
癌 基 内 《oncogene) 62 


癌症 500 

巴 氏 小 体 383 

半 保 留 (复制 ) 过 程 66 
半 甲 基 化 50 

保守 452 

表 观 等 位 基因 32 

表 观 生成 449 

表 观 突变 463 

表 观 遗传 447，491，497 


表 观 遗传 基 因 型 515 
表 观 遗传 记忆 501 
表 观 遗传 密码 35 


表 观 遗传 学 全 和 貌 。 35 
表 观 遗传 重 编程 。 504 


草 履 虫 31 

常 染 色 质 37 

成 纤维 细胞 498 

池内 A 颗粒 457 

雌雄 同体 347 

次 甲 基 四 氧 叶酸 还 原 酶 缺陷 528 
从 头 甲 基 化 50 


脆性 X 染色 体 综合 征 529 
达尔 文 进化 理论 29 


单亲 双 体 型 425 
单亲 源 二 倍 体 517 
A 349 


灯 刷 状 染 色 体 501 

等 位 基因 排斥 479 

点 突变 62 

动 粒 染 色 质 124 

动态 突变 516 

ear 504 

端 粒 位 置 效 应 。 77，105 

端 粒 相关 卫星 序列 。 105 

端 粒 相关 序列 113, 128 
BFR 60 

多 能 胚胎 干细胞 CES) 498 
多 能 性 。 447 

多 能 性 源 祖 细 胞 469 

多 能 状态 499 

儿童 早老 症 58 

繁殖 性 克隆 506 

反 式 效应 38 

反 义 转录 477 

ZR 242 

防卫 机 制 44 

纺锤 丝 494 

韭 编码 RNA 130 

FAT TR = 123 

非 配对 DNA 导致 的 减 数 分 裂 沉 默 。 135 
非 配对 DNA 的 减 数 分 裂 沉默 (MSUD) 354 
非 整 倍 化 502 

非 组 蛋白 类 染色 质 蛋 白 447 
父 本 基因 组 458 
改版 核 移植 508 

FRE 450 

举 丸 支持 细胞 498 


表 观 遗传 学 


ae 471 

骨 艇 增生 异常 综合 征 555 
合子 501 

合子 发 育 控 制 。 493 


核 二 形 性 31 
核 小 体重 塑 67 

核 移植 491, 498 

核 移植 胚胎 干细胞 494 
核 移 植 治 疗 506 

核 重 编程 501 

BRB 62 


活化 诱导 的 胞 喀 啶 核 苷 脱 氮 酶 481 
活性 染色 质 区 域 44 

基因 印记 缺失 548 

基因 印记 中 心 〈IC) 520 

基因 印记 中 心 519 

基因 转录 水 平 沉 默 130 
基因 组 86492 

基因 组 的 全 能 人 性 55 
基因 组 印记 492 

基因 座 454 

剂量 补偿 311 

剂量 补偿 复合 物 60, 348 
剂量 补偿 效应 348，504 

甲 基 化 CpG 结合 结构 域 看 白 50 


甲 基 化 模式 503 
FERRZ 103 
(822 494 


兼 性 异 染色 质 37, 58 
WASP 455，492 

减 数 分 型 后 期 ” 494 

减 数 分 裂 前 诱导 的 甲 基 化 。 139 
减 数 分 型 驱动 336 
MERRE 450 

桨 细胞 451 

接合 型 转换 31 

姐妹 综合 征 518 

精 氨 酸 甲 基 化 45 

WEA 457 . 

精子 501 

抗原 受 体 基因 474 

可 变 表 面 抗原 基因 5 

克隆 动物 491 

克隆 技术 506 

赖 氨 酸 特异 性 “去 甲 基 化 酶 ” 45 


裂 殖 酵母 52 
磷酸 酶 45 
卵黄 赛 458 


卵 裂 492，500 
卵 母 细 胞 455，492，494 


卵 丘 细胞 498 

螺 线 管 40 

免疫 排斥 “506，507 
FERRE 477 
免疫 缺陷 527 
免疫 系统 447 


免疫 抑制 药物 507 
面部 异常 综合 征 527 
HAIR ERKI 530 


模式 系统 31 
母 本 基因 组 458 
母 本 效应 168 


母 源 发 育 控制 493 

母 源 决定 性 因子 456 
RE 448, 455, 491, 498 
ARR 448, 491 

内 胚层 症状 505 

内 细胞 团 448 

拟 常 染色 体 区 域 。 384 
黏 接 蛋白 92 

SABA 132 

RE 450 

BEX 494, 496, 501 
胚胎 车 床 448 

PEAH R 448 

配子 503 

配子 差异 性 DNA 甲 基 化 区 域 
配子 甲 基 化 印记 。 433 
平衡 罗 伯 进 易 位 。 518 
平抑 135, 136 

起 始 位 点 识别 复合 体 81 
te Oik 460, 494 

亲本 492 

亲本 基因 组 503 

曲 古 抑 菌 素 A 130 
去 甲 基 化 503 

去 收缩 479 

去 乙酰 化 酶 211 

全 能 性 447, 492 

全 能 状态 499 


433 


REAR 496 
染色 质 501 
染色 质 附 属 因子 413 
染色 质 免 疫 沉 淀 实验 46 


染色 质 免 疫 共 沉淀 88 


染色 质 修饰 497 
染色 质 重 塑 481 
染色 质 重 塑 复 合 物 47, 502 
thi 29 
散漫 着 丝 粒 染色 体 325 
REM 448 

RR 492 
神经 外 胚层 505 
生殖 系 497 

生殖 系 干细胞 的 自我 更 新 455 
生殖 细胞 449 

生殖 细胞 前 体 4.48 
生殖 原 细 胞 449 
生殖 原 细胞 世系 450 
世系 化 决定 471 

受精 过 程 448 

受精 卵 491, 492 

受 体 500 

受 体 选择 。 500 

双 元 开关 41 

顺 式 效应 38 

宿主 447 

宿主 针对 移植 物 506 
酸性 结构 域 。 309 

随机 失 活 504 
MAMMA 471 
胎盘 448, 503, 504 
体 细 胞 高 突变 51 

体 细 胞 核 移植 494 
ARR 33 

同宗 配合 8 79 

透明 带 494 

突变 447 

外 胚层 448 

完整 性 494 

微 球 菌 核酸 酶 101 

微 阵列 芯片 ”547 

伪 常 染色 体 区 381 

位 点 收缩 。 477 

位 置 效 应 花 斑 2，33，81，99 


细胞 膜 494 

细胞 世系 决定 448 
细胞 质 内 精子 注射 ” 520 
细胞 周期 48，498，499 
锌 指 结构 452 

新 着 丝 粒 41 

修饰 盒 46 
秀丽 隐 杆 线虫 346 
省 区 结构 域 39 

噢 神经 元 细胞 .499 

亚 端 粒 元 件 Y 89 

亚 端 粒 重复 元 件 X 89 
亚 核 重 定位 。 477 
视网膜 母 细胞 瘤 基 因 62 


遗传 标记 494 

遗传 潜能 495 

遗传 信息 编码 (447 

遗传 重 排 。 498 

遗传 转变 500 

乙 栈 化 。 475 
乙酰 基 转 移 酶 CHAT) 87 
乙酰 转移 酶 211 

异 染色 质 。 37 


异 染色 质 和 蛋白 1 122 
异 染 色 质 空间 112 
有 丝 分 裂 455，502 
预 世 系 化 472 

预 形成 。 449 

原始 生殖 细胞 448 
杂 合 性 丢失 ”547 
治疗 性 核 移植 491 
治疗 性 克隆 494 
致密 因子 349 
致密 因子 复合 物 234 
中 胚层 448 


重 编程 447, 491, 496, 498, 499, 501 


重 编程 能 力 498 
重复 序列 503 


重复 序列 诱导 的 点 突变 6，31，135 


重复 元 件 54 

转录 沉默 453 
转录 后 基因 沉默 131 
转录 后 水 平 基因 沉默 52 
转录 水 平 501 
转录 水 平 基 因 沉 默 52 


on 
I 


Gi 


| 表 观 遗传 学 


转录 因子 42 

着 丝 粒 区 域 不 稳定 527 
滋养 外 胚层 448, 503 
FH 497 

自然 选择 29 

阻 过 和 蛋白 激活 蛋白 81 
组 成 型 异 染色 质 37，58 
组 蛋白 H3K9 甲 基 化 122 


BARK 47，48，447 

组 蛋白 甲 基 化 状态 503 

组 蛋 日 甲 基 转 移 酶 107 

组 重 日 精 氨 酸 甲 基 转 移 酶 45 

组 蛋白 赖 氨 酸 甲 基 转移 酶 (HKMT) 451 
组 蛋白 密码 476 

组 蛋白 去 乙酰 化 酶 127，543，552 

组 蛋白 修饰 447，448 
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